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Kilo (pares> de bases.
Constante de inhibición.
Constante de Michaelis-Menten.
Constante cinética de transporte.
Masa relativa.
Mili-unidades internacionales.
Nicotinamida-adenfn-dinucleótido. Formas oxidada y
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PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo.
Rf: r’viovilidad relativa.
RNASa: Ribonucleasa.
(Cineticas sigmoidales) Concentración en la que la velocidad
de reacción es la mitad de la velocidad máxima.
SOS: Dodecilsulfato sádico.
SSO Tampón NaCí - Citrato sódico.
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1. IMPORTANCIA DL LA BIOTECNOLOGíA AMBIENTAL
FI rápido e incontrolado desarrollo industrial experimentado por el
mundo en los últimos años, ha generado en la actualidad numerosos
problemas relacionados con el medio ambiente. Los avances tecnológicos
en el ámbito industrial son principalmente motivados, no por criterios
científicos, sino por las demandas de mercado y la fuerte competencia
provoca la utilización exhaustiva de los recursos naturales s’ la aparición
creciente de residuos industriales.
La progresiva preocupación por el medio ambiente surgida en la
sociedad de los paises industrializados, influye sobre los gobiernos que se
ven en la obligación de fomentar planes de investigación encaminados a
una gestión más racional de los recursos medio-ambientales. Las
industrias generan productos químicos que se vierten al medio ambiente,
ya sea en forma de residuo industrial en puntos concretos o de una






Figura 1. iransformación y destino de ios compuestos químicos órganicos al medio ambiente
Leisinger, 1983) 1. Productos que se incorporan al medio ambiente: aerosoles, fertilizantes,
pesticidas. 2. Compuestos que son vertidos al medio ambiente con los disolventes de las
depuradoras municipales: detergentes, solventes. 3. Compuestos químicos que resisten la
degradación biológica en [os sistemas de tratamiento de residuos industriales: clorobencenos,
fenoles, difenilos policiorados. 4. Descargas directas de vertidos por pérdidas ó accidentes.
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Una de las preocupaciones más acuciantes en este momento es el
reciclaje de [os residuos que genera la civilización actual con el fin de
evitar el deterioro progresivo de la Biosfera. Para abordar el problema de la
contaminación medio-ambiental es necesario conocer qué tipo de residuos
son sintetizados químicamente e investigar que vías degradativas
permiten su transformación. [ En este sentido, actualmente se ha
comprobado, que la degradación de tipo biológico es mucho más versátil
que la de tipo exclusivamente químico utilizada en años precedentes. 1
En la naturaleza, los últimos seres vivos responsables de la
mineralización de los diferentes compuestos orgánicos son las bacterias,
los hongos y las levaduras. Estos microorganismos tienen una enorme
flexibilidad a la hora de metabolizar compuestos que ningún otro ser vivo
puede utilizar como nutriente. Incluso hay bacterias que utilizan sustratos
de crecimiento tan específicos como metano, ácido úrico, acetato, fenol ó
catecol.
En la actualidad existen sistemas de depuración artificiales
enfocados principalmente a purificar aguas residuales que contienen
abundancia de sustancias contaminantes. Estos sistemas se fundamentan
en la utilización de distintas poblaciones de microorganismos con una
amplia capacidad degradativa de productos químicos los cuales
metabolizan a través de complicadas rutas catabólicas que, en la mayoría de
los casos, están relacionadas entre si.
Debido a que los avances en el campo de la biodegradación son más
lentos que la aparición de nuevas sustancias contaminantes en el medio
ambiente, nos encontramos progresivamente con más compuestos
órganicos, de origen natural o sintético, que resisten la mineralización por
los sistemas biológicos convencionales de tratamiento de residuos.
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Estos compuestos órganicos han sido clasificados por Leisinger y
Brunner (1988) en tres grupos: persistentes, xenobióticos y contaminantes.
- Se consideran compuestos persistentes aquellos que no son
degradados por enzimas bacterianas o lo son lentamente. Como ejemplo
de este tipo de compuestos está la celulosa, la lignina u otros polímeros
sintéticos, con especial énfasis a los residuos de industrias madereras o
papeleras.
- Los compuestos xenobióticos son aquellos producidos por el
hombre que presentan nuevas estructuras químicas y que, por lo tanto, no
han estado nunca expuestos a la acción de microorganismos en el curso de
la evolución. Son de gran interés en el estudio de mecanismos que
conllevan una adquisición de nuevas funciones metabólicas. La evolución
de la hidrolasa para el ácido 6-aminohexanoico, enzima implicada en la
degradación del nylon-6, es un claro ejemplo de estudio de estos
compuestos.
- Por último, el grupo mas amplio es el de las sustancias
contaminantes propiamente dichas, que se acumulan en el medio
ambiente de manera transitoria o permanente con efectos nocivos para el
hombre. Estos efectos pueden ser debidos a una acción química directa, en
el caso de los compuestos tóxicos, o a una acción indirecta debida al daño
que producen en ecosistemas terrestres o acuáticos.
De las sustancias contaminantes de síntesis más conocidas cabe
destacar los hidrocarburos alifáticos halogenados y el insecticida DDT.
Entre los compuestos industriales los más representativos son el
cloroformo, el tetracloruro de carbono y el tri- y el tetracloroetano que se
encuentran en concentraciones de ug/l en el agua de muchas regiones
industrializadas. Estas concentraciones se consideran muy tóxicas para la
mayoría de las diferentes formas de vida.
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Tabla 1. Compuestos orgánicos de la lista de contaminantes principales de la EPA
Environmental Protection Agency, U.S.A.>
Compuestos químicos Compuesto representativo
(Número de compuestos) y frecuencia de apariciónt














Esteres del ácido ftálico (6)
Hidrocarburos policíclicos aromáticos( 16)










* La frecuencia de aparición se realizó analizando
diferentes regiones industriales.
2600 muestras de aguas residuales en
Se ha tratado de clasificar los compuestos de origen industrial que
resvítaban más nocivos para el medio ambiente evaluando su
biodegrabilidad, su frecuencia de aparición y su toxicidad . Así pues, se han
llegado a identificar unos 114 compuestos y 13 metales enumerados en una
lista de contaminantes realizada por la EPA (Environmental Protection
Agency) en Estados Unidos, cuyo resumen puede observarse en la tabla 1
Leisinger y Brunner, 1988)
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La situación es aun más compleja si se tiene en cuenta que un
elevado número de compuestos, más de 50.000, se encuentran todavía
pendientes de ser clasificados respecto a su toxicidad e impacto ambiental.
Esta cifra se vería incrementada si tenemos en cuenta que muchos
compuestos químicos, una vez depositados en el medio ambiente, se
encuentran sujetos a reacciones biológicas o químicas que originan
estructuras adicionales, las cuales pueden ser más tóxicas que el compuesto
progenitor.
La biotecnologia puede ayudar a aliviar esta situación mediante el
desarrollo de técnicas biológicas para reciclar, desintoxicar o mineralizar
aquellos compuestos que por su persistencia puedan alterar el equilibrio
ecológico de la naturaleza. Para progresar en el desarrollo de estas técnicas
primeramente es necesario identificar los compuestos que resisten los
actuales sistemas biológicos de tratamiento de residuos, y posteriormente
proponer nuevos mecanismos de biodegradación basados en un mejor
conocimiento de su estructura química. Así mismo, se deben conocer las
rutas degradativas existentes en los diferentes microorganismos conocidos
y los sucesivos pasos por los que el compuesto inicial se transforma en los
productos finales.
Los procesos biológicos para eliminar compuestos persistentes en el
medio ambiente son más utilizados que los físico-quimicos, ya que
consumen menos energía, ofrecen posibilidades de reciclaje y son más
específicos. Las cepas microbianas que se eligen para la investigación son
aquellas que poseen altos niveles de degradación y un amplio espectro
metabólico. Para su aislamiento se siguen los siguientes procedimientos
alternativos, a) Enriquecimiento de los microorganismos “in situ”.
b)Enriquecimiento en la naturaleza con posterior mutación y selección en
el laboratorio. c) Aplicación de las técnicas de DNA recombinante “in
vivo . d) Aplicación de las técnicas de DNA recombinante “in vitro”
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Las cepas bacterianas así transformadas podían utilizarse con fines
descontaminantes, aunque al modificarse su capacidad metabólica existen
riesgos de no poder controlar su metabolismo. Es por ello, que la Comisión
de las Comunidades Europeas no permite, hasta ahora, su utilización. Sin
embargo, sí se pueden identificar las enzimas claves de una ruta
degradativa y si el producto de la reacción que catalizan es de baja
toxicidad, dichas enzimas podrían usarse en depuración de aguas
residuales o bien directamente sobre el suelo. En este caso es necesario un
conocimiento profundo de los parámetros implicados en los procesos
degradativos como son concentración de compuestos, variación en el
crecimiento de las bacterias, pH, presencia de iones metálicos, etc.
Por ello, los resultados de las investigaciones a nivel
microbiológico, bioquímico y genético de los microorganismos que
degradan compuestos persistentes en el medio ambiente no se aplican
todavía a escala industrial con la eficacia que se desearía. Esto abre un
campo muy amplio de investigación y en el que en su desarrollo y
aplicación se tienen fundadas esperanzas para eliminar, o al menos paliar,
los graves defectos que la contaminación ambiental está produciendo en la
salud de los hombres y los animales.
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2. DEGRADACION DE COMPUESTOS AROMATICOS.
Los compuestos aromáticos son compuestos orgánicos abundantes
en la Naturaleza. La mayoría son producidos por plantas, siendo la lignina
el polímero predominante y que constituye uno de los compuestos que
interviene en el armazón de los tejidos vegetales. Por ello no ofrecen, a
priori, ningún problema para el metabolismo microbiano, ya que muchas
bacterias del suelo utilizan de forma natural compuestos aromáticos para
su crecimiento. La acción de estos microorganismos es muy importante
ya que permite recuperar grandes cantidades de carbonos que de otra forma
quedarían fuera del ciclo del carbono (aminoácidos, vitaminas, etc.).
Actualmente existen compuestos derivados de síntesis orgánicas
como pesticidas, herbicidas ó residuos industriales que tienen en común la
presencia de un núcleo bencénico en su estructura. De esta manera nos
encontramos con este tipo de compuestos entre los agentes tóxicos
medioambientales más habituales, como los arómaticos policíclicos, o
entre los contaminantes mas NP~ como los bifenilos policlorados
(PCB~3. La razón por la que son resistentes a la biodegradación es la
presencia de sustituventes externos en el nucleo arómatico. Estos grupos
predominantemente electronegativos reducen la reactividad de la
estructura resonante hacia el oxigeno e impiden, bien la activación o bien
la rotura del anillo aromático, los dos pasos iniciales en el catabolismo de
este tipo de compuestos.
En el estudio del catabolismo de compuestos aromáticos por
bacterias es necesario conocer los distintos procesos o etapas mediante los
cuales el compuesto se incorpora al metabolismo celular y se transforma
en intermediarios de las rutas centrales. Ello implica un conocimiento
profundo a) del sistema de transporte a través de la membrana plasmática
b) del sistema de hidroxilación y escisión del anillo aromático c) de la ruta
seguida en su transformación y su relación con otras rutas metabólicas y
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d) de los mecanismos de control de los procesos anteriores.
Con este fin vamos a describir a continuación las rutas más
importantes en la degradación de compuestos aromáticos.
2.1. RUTAS CATABOLICAS GEN ERALES
Entre los microorganismos capaces de crecer a expensas de
compuestos aromáticos como fuente de carbono y energía se encuentran
muchas bacterias aerobias y anaerobias facultativas del suelo, algunas
levaduras y ciertos hongos. Todos estos organismos asimilan dichos
compuestos a través de vías catabólicas que convergen en las rutas
centrales del metabolismo.
Existen dos tipos de procesos al inicio de las rutas degradativas en
condiciones aerobias que son comunes a todos los compuestos aromáticos:
-Hidroxilación del anillo aromático
-Escisión del anillo bencénico
En general ambos tipos de reacciones están catalizadas por enzimas
que requieren oxígeno, muestran alta especificidad por su sustrato y
reciben el nombre genérico de monooxigenasas ó hidroxilasas y
dioxigenasas, respectivamente. La acción conjunta de las dos enzimas
origina la pérdida de aromaticidad del compuesto y hace posible la
posterior utilización del carbono contenido en su estructura cíclica
saturada mediante la intervención de otras enzimas. Generalmente, los
productos de rotura son metabolizados hasta compuestos intermediarios
del ciclo de Krebs.
Una característica esencial para que un compuesto aromático sea
escindido por las dioxigenasas es la presencia de, al menos, dos grupos
hidroxilo en posición orto ó para. Los organismos procariotas pueden
metabolizar una amplia variedad de compuesto aromáticos a través de
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rutas degradativas relacionadas por compuestos intermediarios comunes.
Si tenemos en cuenta la posición de los, grupos hidroxilo de los
compuestos dihidroxilados más comúnmente utilizados, podemos
agrupar las rutas que convergen en el catecol y el ácido protocatéquico, y
las que convergen en el ácido gentísico.
-Rutas del catecol y del ácido protocatéquico.
El catecol y el ácido protocatéquico ( ácido 3,4- dihidroxibenzoico)
son los compuestos centrales en los que convergen la mayoría de las rutas
degradativas de compuestos aromáticos que contienen un grupo OH en
posición orto. En las fig, 2 y 3 se indican algunos compuestos aromáticos
metabolizados a través de rutas que implican la formación de dichos
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Figura 3: Algunos compuestos aromáticos metabolizados a través del catecol.
Se conocen dos tipos de escisión para que estos compuestos
aromáticos transformen su estructura cerrada en abierta: la escisión orto ó
la escisión mcta.
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-Escisión orto ó ruta del fl—cetoadipato:
la escislon tiene lugar entre los carbonos que llevan los grupos OH
(intradiol); en el caso del catecol entre los carbonos 1 y 2 y en el del
protocatéquico entre el 3 x 4. Los productos de la primera reacción


























Figura 4: Escisión orto del ácido protocatéquico y del catecol. Ruta del ji-cetoadipato. 1.
catecol l,2-d¡okigenasa; 2. enzima lactonizante del muconato; 3. mucolactona isomerasa; 4.
protocatecato 3,4-dioxigenasa; 5. enzima lactonízante del IS—carboximuconato; 6. ~‘-
carboximuconolactona descarboxilasa; 7. y-cetoadápato enol-lactona hidrolasa; 8. ~i-
cetoadipato succinil-CeA transferasa; 9. l~-cetoadípato-CoA tiolasa.
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respectivamente, los cuales se transforman por vías diferentes en el
primer intermediario común de la ruta: el 4-cetoadipato enol-lactona (Fig.
4). A partir de este compuesto se forma el ~-cetoadipato que finalmente se
degrada a succinato y acetil-CoA. La convergencia del catecol y del ácido
protocatéquico hacia el fl-cetoadipato mediante este tipo de rotura ha sido
muy estudiada en Pseudomonas putida por Ornston y Stanier (1966).
-Escisión nieta:
En 1959 Dagley y Stopher encontraron otro tipo de escisión en
varias especies de Pseudo monas. Este tipo de rotura se producía entre el
carbono que lleva un gupo OH y el carbono adyacente (extradiol). El catecol
se abre entre los carbonos 2 y 3 dando lugar al semialdehido 2-
hidroximuconico. En la mayoría de bacterias que utilizan este tipo de
rotura el protocatéquico rompe su anillo entre los carbonos 4 y 5 mediante
la 4,5 protocatecuato dioxigenasa originando el aldehido 2-hidroxi-4-
carboximucónico. En este caso no se origina ningún intermediario común
y las rutas se desarrollan independientemente para formar piruvato y
acetilacetaldehido como productos finales ( Fig. 5).
Se ha observado en algunas especies del género Bacillus ( Crawford,
1975) que el ácido protocatéquico también puede ser escindido entre los
carbonos 2 y 3, de una manera similar al catecol, mediante una rotura
oxidativa y una rápida decarboxilación del producto de rotura
obteniéndose semialdehido 2- hidroximucónico.
Entre estos intermediarios principales (catecol y protocatecuato) no
hay niguna conexión a no ser la formación posterior del p-cetoadipato
cuando se produce la escisión tipo orto. Según Patel y Grant (1969), en el
estudio del catabolismo del 4- HBA en Klebsiella aerogenes ( Enterobacter
aerogenes) se producía una decarboxilación no oxidativa que convertía el
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protocatecuato en catecol. Esto constituye una excepción si consideramos
que en la mayoría de los microorganismos el benzoato es convertido en
catecol y e] 4-HBA en protocatecuato. Esta hipótesis fue descartada por
Doton y Ornston (1987), los cuales observaron que mutantes defectivos en










































Figura 5: Escisión nieta del ácido protocatéquico y del catecol. 1. catecol 2,3-dioxigenasa;
2. Semialdehido 2- hídroximucónico hidrolasa; 3. ácido 2-cetopent-4-enoic hidrolasa; 4. 4-
hidroxi-2-cetovalerato aldolasa; 5. protacatecato 4,5-dioxigenasa; 6. Semialdehido 2-
hidroxi-4-carboxtmucónico hidroLasa; 7. ácido 2-ceto-4-carboxipent-4-enoico hidrolasa; 8. 4-
hidroxi-4-carboxí-2-cetovalerato aldolasa.
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FI modo de escisión del 3,4 DHBA depende de la especie bacteriana y
se puede considerar un carácter taxonómico (Qrnston y Stanier, 1966). En
los tres tipos de rotura existentes para el 3,4 DHBA demuestra que el punto
de rotura no solo está determinado por la naturaleza de química de los
susti tuyentes, sino por una elección evolutiva entre varias posibilidades.
Así, se puede considerar que la distribución de las rutas degradativas entre
las bacterias es muy variable y complicada. P. acidovorans y F. testosteronm
metabolizan el ácido protocatéquico mediante rotura mcta y el catecol
mediante rotura orto. La rotura orto parece ser la predominante entre las
pseudomonas fluorescentes, y la rotura nieta parece adscrita a las no
fluorescentes: 1’. testosteroni y 1”. acidovorans (Ornston y Stanier, 1966;
Wheelis y col., 1967 ). Aunque no es fácil que en una misma estirpe
bacteriana convergan ambos tipos de escisiones para un mismo
compuesto. En Pseudomonas putida (arvilla ) mt- 2 se observan
simultáneamente las roturas orto y mcta para el catecol en el
metabolismo del benzoato (Nakazawa y Yokota, 1973).
-Ruta del ácido gentísico
El ácido gentísico ó ácido 2,5 dihidroxibenzoico tiene los dos grupos
hidroxilo en posición para (Fig. 6) y la rotura se produce entre el carbono
que lleva el grupo carboxilo y el que lleva el hidroxilo (Cl y C2),
obteniéndose como productos finales piruvato y fumarato.
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Figura 6: Reacciones de hidroxilación y escisión del anillo aromático en compuestos
metabolizados a través de intermediarios con grupos hidroxilo en para. Si consideramos R1
-~ EL, el >n-hidroxibenzoato (1) sería un ejemplo que se metabolizaria a través del




La ruta del ácido gentísico fue establecida por primera vez en
Fseudomonas ovalis ( Lack,1959 ) y confirmada para otras especies y
compuestos (Wheelis y col.,1967; Jones y col., 1990; Harpel y col., 1991). El
gentisato no es un metabolito secundario común tan frecuente como el
catecol ó el ácido protocatéquico, por lo que la información acerca de las
rutas metábolicas en las que participa es menor. Sin embargo, se forma a
partir de varios compuestos como el antranilato, ~-naptol, 3- y 4-
hidroxibenzoato, salicilato, flavonones y disulfunato de naftaleno.
(Harayama y col., 1992).
Un compuesto similar es el ácido homogentisico ó ácido 2,5
dihidroxifenilacético, en cuya ruta degradativa se obtienen fumarato y
acetoacetato como productos finales. Esta ruta es de especial interés por
degradarse a través de ella la fenilalanina y la tirosina en distintas especies
de Streptomyces ( Pometto y col., 1985 ), Nocardia ( Boer y col., 1988) ó K.
pneumoniae ( Gibello, 1992). Fn este tipo de rutas los precursores del ácido
homogentísico son el 4dúdroxifenilacético en la degradación de la tirosina
y el fenilacetato en la degradación de la fenilalanina.
Como hemos indicado con anterioridad, la adición de sustituyentes
en el anillo bencénico disminuye su degradabilidad. Las sustitux’entes
cloro y otros halogenados presentan grandes problemas a la hora de ser
degradados por bacterias. Sin embargo, la producción de aromáticos
halógenos es cada vez mayor ( lubricantes, pesticidas, plásticos,
intermediarios de sintesis orgánicas....), y por ello cobran especial
importancia, las enzimas que eliminan los compuestos halogenados como
las desfialogenasas. Además de estas enzimas algunas hidroxilasas con
especificidad de sustrato relajada pueden reconocer como pseudosustratos
ciertos compuestos halogenados, como en el caso de la degradación del 3-
clorobenzoato en Pseudomonas sp. B 13, donde es transformado a 3-
clorocatecol y la eliminación del cloro ocurre de manera espontánea.
(Dom y col., 1974). Otro tipo de reacción que no implique la formación de
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un halocatecol es aquella donde la eliminación del halógeno ocurre antes
de la rotura del anillo aromático (Leisinger y col., 1988).
2.2. DEGRADACION DE LOS ACIDOS 3- y 4- HIDROXIBENZOICO
La Lignina, el polímero más abundante en la Naturaleza despues de
la celulosa, es una fuente importante de compuestos aromáticos que se
encuentran en el medio ambiente. El ataque de este polímero para su
degradación es producido principalmente por hongos llamados
lignolíticos. Algunas especies de Polyporus, Poria, Fornes y Trametes son
particularmente efectivos en la despolimerización de la lignina. Después
de la acción de estos organismos quedan libres los constituyentes
monoméricos de la lignina que son anillos aromáticos con diversos
sustituyentes los cuales pueden posteriormente ser metabolizados por
bacterias. Entre los productos obtenidos de la degradación de la lignina de
hayas, pinos y abetos, en particular, se han identificado el ácido 4-
hidroxibenzoico ( 4-HBA), el 4-cumarato, el vanillato, el ferulato, el 4-
hidroxi 3-metoxifenilpiruvato y una serie de aldehidos entre los que
destaca el coniferaldehido (Cain y col., 1968). Los hidroxibenzoatos y sus
análogos metilados ó reducidos han sido encontrados en la mayoría de los
tejidos vegetales, y los más frecuentes son concretamente el 4-HBA, el 3,4-
dHBA y el vanillato.
Los productos de degradación de la lignina no sólo se encuentran en
bosques y terrenos con presencia de árboles y vegetación sino en aguas
residuales de industrias papeleras o de fabricación de muebles de madera.
Cuando el vertido de residuos es frecuente y numeroso se produce un
acúmulo de materia órganica que los microorganismos no pueden
degradar y los ciclos naturales se desequilibran. Las industrias papeleras
son especialmente contaminantes y sus aguas residuales reciben el nombre
de lejías negras. Son aguas altamente concentradas que provienen de la
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etapa de digestión alcalina del proceso de producción de pulpa de papel y
presentan un alto contenido en compuestos orgánicos como la lignina,
compuestos fenólicos, ácidos orgánicos y distintos minerales ( Vida 1 y col.,
1992).
Al igual que existe una decoloración del efluente de las industrias
donde se produce papel, los efluentes resultantes de la depuración de
vinazas de azucarera , en procesos de producción de alcoholes, ó las aguas
residuales de las almazaras (alpechines) también presentan una coloración
típica debido a la presencia de derivados aromáticos en las aguas de vertido
(González Benito y col., Madrid y col., 1992). En el caso de los alpechines la
presencia en ácidos fenólicos en las aguas es enorme y se ha logrado in
vitro la eliminación de los ácidos 4-hidroxifenilacético, vanlllico, cafeico y
siringico por una cepa de Phanerochaete flav ido alba., perteneciente a los
hongos de la podredumbre blanca de la madera.
Si bien Los estudios de la degradación de la lignina se han dirigido
pricipalmente al estudio de hongos con un mayor potencial lignolítico, se
hace necesario estudiar también las bacterias con capacidad degradativa
para aquellos compuestos derivados de la lisis fúngica. De esta manera, se
podría combinar la acción de hongos y bacterias en los tratamientos de
depuración de las aguas anteriormente citadas con el fin de aumentar
notablemente su biodegradabilidad.
El 4- 1-IBA , al ser un producto de síntesis natural es utilizado por
varias estirpes bacterianas del suelo como fuente de carbono y energía. Sin
embargo, los compuestos aromáticos con grupos hidroxilo en posición C
3, como es el caso del 3-HBA, son utilizados menos frecuentemente por
los microorganismos del suelo.
Existen pocos datos acerca de la degradación del 3-HBA en bacterias.
Se ha encontrado como uno de Jos productos de la degradación de la
Introducción /18
lignina, y se cree que participa como intermediario en varias rutas
metabólicas degradativas. Una de ellas es la transformación del 3-
metoxibenzoato por Pseudo monas acruginosa en 3- HBA que aparece por
una hidroxilación dependiente de NADPH con la eliminación del grupo
metilo ( Ribbons y col., 1970). Este tipo de reacciones son interesantes
porque muchos contaminantes contienen radicales metoxilos ( CH3-O-
en su estructura química.
En condiciones aerobias, el 4-HBA se transforma en ácido
protocatéquico en prácticamente todas las bacterias estudiadas, aunque
existen algunas especies que lo transforman en 2,4-DHBA. Sin embargo
para la degradación del 3-HBA existen dos rutas descritas que se
manifiestan con similar frecuencia: la del ácido gentisico y la del ácido
protocatéquico, y existe una transformación menos frecuente en 2,3
DHBA.
En el metabolismo del benzoato y de benzoatos monohidroxilados
en .Amycolatopsis y Streptomyces spp. se observa que el benzoato se
degrada vía catecol, el 3-1-IBA puede transformarse en 3,4-DHBA ó 2,5-
DI-IBA, el 4-HBA en 3,4-DHBA y el 2-HBA en 2,5-DHBA ó catecol ( Grund
y col.,1990).
En Pseudomonas testosteroní 3 y 4-HBA se degradan a través del
mismo intermediario, el ácido protocatéquico, que se rompe entre los
carbonos 4 y 5 por acción de la protocatecuato 4,5 dioxigenasa (rotura
nieta). Pseudomonas acidovoraus degrada el 4-HBA por la misma vía y
con el mismo tipo de escisión que Ps. testosteroní, pero metaboliza el 3-
1-IBA a través del ácido gentísico por acción de la gentisato oxigenasa
(Wheelis y col., 1967; Harpel y col. 1990)
El 4-HBA es tambien un intermediario de numerosas rutas
bioquímicas en la degradación de diversos compuestos aromáticos. En
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Pseudomonas, el benzoato se transforma en catecol mediante una
descarboxilación, pero en Trichosporeum cutaneuni se produce la
conversión del benzoato en 4-HBA y Ja transformación en 3,4-DHBA
Anderson y col., 1980).
Es interesante la formación de hidroxiquinol a partir de 4 HBA que
se produce por descarboxilación oxidativa del 3,4-DHBA en Rhodotorula
rubra. El hidroxiquinol se transforma en 3-hidroximuconato y
posteriormente en p-cetoadipato. El 3,4-DHBA en este mismo organismo,
además de transformarse en hidroxiquimol por acción de la 3,4-DHBA
hidroxilasa, puede ser sustrato de la 3,4-DHBA,3,4-dioxigenasa y
convertirse en 3-carboximuconato. Ambos intermediarios: 3-
hidroximuconato y 3-carboximuconato son degradados hasta succinato y
acetilCoA vía j3—cetoadipato (Wright y col., 1991).
Este compuesto con tres grupos hidroxilo, también se detecta en la
degradación del benzoato en T. cutaneurn y se forma por descarboxilación
oxidativa tanto del 3,4-DHBA como del 2,5-DHBA (Anderson y col., 1980).
Esto recuerda a la idea de Grant y Patel (1969) que proponían la existencia
de descarboxilasas constitutivas para el gentisato, protocatecuato y ácido
gallico ( 3,4,5 -trihidroxibenzoato) en cultivos de K. acrogenes con 4-RFA
como única fuente de carbono.
El estudio de la degradación de compuestos halogenados por su
carácter contaminante y tóxico tiene una importancia especial. El 4-
clorobenzoato (4-CBA) se transforma en 4-HBA por un proceso de
deshalogenación ¡ hidroxilación en especies como Alcaligenes denitrifican s
(van den Tweel y col., 1986), Artrobacter sp. ( Marks y col., 1984; Muller y
col., 1988) ó Coryneform bacterium NTB-1 (Croenewegen y col., 1990). En
Pseudornonas sp. cepa CBS-3 se ha caracterizado y donado una
deshalogenasa capaz de transformar el 4-clorobenzoato en 4-HBA y se ha
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comprobado que se trata de un complejo enzimático formado por tres
proteínas con tres funciones distintas : la 4-CBA-CoA ligasa, la 4-CBA-CoA
deshalogenasa y la 4-HBA-CoA tioesterasa (Thiele y col, 1987; Chang y col.,
1992; Babbit y col., 1992). Un dato interesante es que el oxigeno utilizado en
el proceso de hidroxilación/deshalogenación es obtenido del agua y no del
02, por ello esta reacción puede tener lugar a concentraciones bajas de 02.
En todos los casos el 4-HBA es posteriormente convertido en 3,4 dHBA y
metabolizado mediante escisión orto a través del 13-cetoadipato.
Los microorganismos pueden también utilizar aceptores de
electrones inorgánicos ( NO3 -, 504 2-, ó CO2 ) y por ello tienen la capacidad
de metabolizar ciertos sustratos en ausencia de 02 . Esto ocurre en bacterias
con un metabolismo dependiente de la luz (fotometabolismo), como las
que tienen respiración con nitrato y las metanogénicas ( Evans, 1977).
Existe una amplia gama de compuestos aromáticos que pueden degradarse
en anaerobiosis, formando tambien un importante eslabón en el ciclo del
carbono. Rhodopseudornonas palustris y R. gelatinosa son bacterias
fotosintéticas capaces de metabolizar benzoato, 3- y 4- hidroxibenzoato.
Entre las bacterias desnitrificantes Pseudornonas PN-l y MoraxeUa spp. son
capaces de crecer a expensas de benzoato, hidroxibenzoatos V ácido
protocatéquico. También hay entre las bacterias reductoras de nitrato dos
especies que pueden utilizar benzoato e hidroxibenzoatos como
Desulfovibrio y Desulfococcus spp. El grupo de bacterias que transforman
una mayor variedad de compuestos aromáticos son las metanogénicas,
que pueden crecer en benzoatos, tirosina, tolueno, clorobencenos, fenoles,
catecol, etc. (Evans y Fuchs, 1988).
Los fenoles se metabolizan en anaerobiosis por un número elevado
de bacterias desnitrificantes, sulfato-reductoras y metanogénicas, y es
curioso observar que los ácidos benzoicos se encuentran como
intermediarios en estas transformaciones ( Londry y col., 1992). El 4- HiBA
aparece como intermediario en la degradación anaerobia del fenol a
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benzoato por un conjunto ó consorcio de bacterias metanogénicas, lo que
constituye un proceso de para-carboxilación (Sharak Genthner y col., 1991).
Este mismo tipo de reacción se observa en Delsulfobacteriurn phenol¡cum,
bacteria sulfatoreductora que metaboliza fenol, 4-UBA y otros compuestos
aromáticos como la anilina ( Bak y Widdel, 1986) y en bacterias reductoras
de nitrato, como Pseudomonas PN-1 (Tschech y Fuchs, 1989) En la
degradación anaerobia del p-cresol por una cepa identificada como
Achromobacter sp. se detectaron como intermediarios 4-hidroxi
benzilalcohol, 4-hidroxi benzilaldehido y 4-HBA, lo que indica una
oxidación progresiva del grupo metilo a grupo ácido por acción de un
flavocitocromo (Hopper y col., 1991).
También Rhodopseudomonas palus tris que presenta un
metabolismo fotosintético es capaz de degradar el 4—HBA en condiciones
anaerobias mediante activación y rotura del anillo aromático por un
mecanismo distinto al que se produce en condiciones aerobias y distinto al
de para-carboxilación. En este caso, el anillo se activa por acción de la 4-
hidroxibenzoato-CoA ligasa formándose el derivado CoA tioester
N4erkel y col., 1989).
2.3. SISTEMAS DE TRANSPORTE.
Para que un compuesto pueda ser utilizado como nutriente y
degradado a través de una ruta catabólica es necesano que exista un
mecanismo de introducción en el interior de la célula bacteriana. El
transporte de moléculas a través de membranas biológicas puede ocurrir
mediante tres procesos diferentes: difusión simple, difusión facilitada
por una proteína transportadora y transporte activo. Hay un cuarto
sistema que está reservado casi exclusivamente a los carbohidratos y que se
denomina sistema PTS (sitema fosfotransferásico) (Fig. 7).
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El transporte activo se realiza en contra del gradiente de
concentración con intervención de una proteína transportadora
(permeasa) integrada en membrana, que presenta espedficidad de sustrato
x’ es capaz de introducir en la célula compuestos que se encuentran en el
entorno natural a baja concentración. Por esta razón este tipo de transporte
no ocurre de manera espontánea, sino que se encuentra acoplado al estado
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Figura 7: Posibles modelos de los sistemas de transporte a través de la membrana
citoplasmática. La difusión facilitada y los sistemas de transporte dirigidos por iones
requieren la expresión 54510 de un gen. mientras que el transporte dependiente de la unión de
proteínas y los sistemas PTS ó de transiocación de grupo requieren vanos productos génicos.
En la difusión facilitada el sustrato entra y sale de la célula a través de un poro específico.
Los sistemas de transporte activos requieren una unión entre el sustrato y proteínas de
membrana estando acoplados a la fuente de energía apropiada. (a) Cambio conformacional







El mecanismo de transporte en los sistemas activos puede o no
implicar una transformación del sustrato. AsÉ en el sistema PTS existe
una translocación del grupo fosfotransferasa y el sustrato transportado se
modifica. En el transporte de azúcares en E. cotí, el proceso está acoplado a
la transformación del fosfoenolpiruvato en piruvato. En el resto de los
sistemas de transporte bacterianos generalmente no se llevan a cabo
procesos que modifiquen el sustrato. Existe un estado de alta afinidad por
el sustrato en el que la permeasa se orienta hacia el exterior de la célula
formándose el complejo permeasa-sustrato. A expensas de energía
metabólica de origen diverso el complejo es modificado, con lo que la
permeasa se orienta hacia el interior, pierde afinidad por el sustrato y se
disocia el complejo, liberándose el sustrato que ha sido transportado (Fig 7)
Los gradientes iónicos y las diferencias de potencial a través de la
membrana plásmática proporcionan a la célula una fuente de energía para
que puedan realizarse los procesos de transporte activo. En bacterias, esta
energía se obtiene por hidrólisis de ATP ó por la fuerza protomotriz
generada en la cadena de transporte electrónico. La fuerza protomotriz
Ap) está compuesta por dos componentes: el potencial de membrana
(A ‘1’) y el gradiente de pH (A pH), los cuales están relacionados por la
siguiente expresión:
A p A’I’ -Z. ApH, donde Z es igual a 2,303 RT/F (59 a 250C), y convierte el
término logarítmico de concentración en mV.
1.~os ácidos y bases débiles con características polares bajas pueden
atravesar la membrana con relativa facilidad distribuyéndose de tal
manera que el conjunto de moléculas no polares sea igual a ambos lados
de la membrana, y siendo la concentración de las distintas especies
moleculares (cargadas y no cargadas) a cada lado función del gradiente de
pl-l ( Kihara y col., 1981). En este aspecto es necesario indicar que los
sistemas de transporte de compuestos cargados han sido ampliamente
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estudiados en varias especies procariotas y eucariotas.
Sin embargo, existe poca información acerca del sistema de
transporte de compuestos aromáticos en bacterias y en ocasiones, cuando
se desconoce el mecanismo, se considera que tiene lugar por difusión
pasiva ó facilitada. Los sistemas mejor estudiados son los del transporte de
aminoácidos aromáticos en E. cok K 12 ( Brown,1971; Whipp , 1980) y de
ácidos carboxílicos aromáticos en Rhodopseudornonas y Pseudomonas
spp. (Meagher y col., 1972; Thayer y col., 1976; Merkel y col., 1989).
Los mecanismos de transporte específicos del benzoato y su posible
precursor, el mandelato fueron estudiadados en Pseudomonas putida
por Higgins y col. (1972) y Thayer y col. (1982) y en Bacterium NCIB 8250
por Cook y col. <1972). Estos investigadores propusieron un sistema de
transporte inducible para el mandelato en ambos tipos de bacterias, a bajas
concentraciones de mandelato extracelular y con la implicación de la
síntesis de un factor para el transporte activo de este compuesto. Esta
hipótesis se constrasta con la propuesta por Hegeman (1966) en la que el
mandelato entraría en P. putida por difusión pasiva. Hegeman, detectó
transporte en células inducidas y no inducidas y no se observó ninguna
acumulación celular interna del mandelato.
El transporte del benzoato en Bacterium NCIB 8250 parece ocurrir
por una difusión facilitada, sin evidencias claras de un transporte
dependiente de energía. Un sistema de transporte similar sería el que
seguiría este compuesto en Rhodopseudomonas palus tris, que en
condiciones anaerobias se transformaría rapidamente en benzoil CoA tras
haber atravesado la membrana por difusión simple o facilitada, con un
sitema de transporte que no se vería afectado por variaciones de pH en la
membrana externa (Harwood y col., 1986). Sin embargo, estudios
realizados en Pseudomonas putida ponen de manifiesto un sistema de
transporte activo para el benzoato, cuya energía se obtendría del potencial
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de membrana y no por acoplamiento a la hidrólisis de ATP. Este sistema
estaría controlado por e] gen beni”, cuya mutación reduce la capacidad de
transportar benzoato, pero no mandelato (Thayer y col, 1982)
La primera referencia de un sistema de transporte altamente
específico y acoplado a la fuerza protomotriz la encontramos en el estudio
del transporte de un ácido haloaromático, el 4-clorobenzoato, en
Co ryneforrn bacterium NTB-1. Experimentos realizados con distintos
inhibidores de la cadena respiratoria e ionóforos que anulan los gradientes
de pH ponen de manifiesto un mecanismo simport’ de protones que
permitiría el transporte del 4-clorobenzoato en contra de su gradiente de
concentración ( Groenewegen y col., 1990). El 4- hidroxibenzoato formado
a partir del 4-clorobenzoato no es un sustrato para la permeasa responsable
de transportar el halobenzoato. Este dato y el hecho de que C. bacterium
sea capaz de utilizar 4-HBA como única fuente de carbono y energía
sugieren la existencia de un sistema de transporte diferente para este
compuesto en células NTB-1.
Un estudio muy interesan para conocer el mecanismo de transporte
del ~-cetoadipato en Pseudomonas putida es el realizado por Omston y col.
(1976) . Estos investigadores comprobaron la existencia de un sistema de
transporte inducible bajo condiciones fisiológicas normales y dependiente
de energía. El p—cetoadipato es intermediario de numerosas rutas
degradativas, y la existencia de un sistema de transporte inducible indica
su papel como nutriente selectivo y como sustrato de crecimiento
potencial en el entorno natural. Por ello parece jugar un papel
determinante en la evolución de mecanismos de inducción característicos
de las pseudomonas fluorescentes, y por extensión podría ser
determinante en otras especies, como por ejemplo en los géneros
Acinetobacter. ó Klebsiella.
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Entre las características nutritivas de las bacterias móviles, nos
encontramos con la posibilidad de producir respuestas quimiotácticas ante
las variaciones de concentración de compuestos químicos en el medio en
el que se encuentran. Este tipo de respuestas está estudiado intensamente
en bacterias entéricas, como E. coli y Salmonetia spp. que responden
positivamente hacia distintos azúcares (Adíer y col., 1973) y aminoácidos
(Mesibov y col., 1972; ). En contraste, Pseudomonas spp. se encuentran
atraídas hacia ácidos órganicos que posteriormente utilizan como sustratos
de crecimiento (Moulton y col., 1979; Harwood y col., 1984). Acidos
aromáticos como benzoato, 4- HBA, mandelato, salicilato, m- o- y p-
toluato son quimioatraventes para Pseudomonas putida y
quimiorepelentes para E. cotí y Salinonella spp.
2.4. ENZIMAS IMPLICADAS EN LA DEGRADACION: HIDROXILASAS Y
DIOX.IG EN A SAS
Una vez que los compuestos aromáticos han entrado en la célula
pueden ser utilizados como sustratos por las enzimas específicas, cuya
acción depende de la estructura química del compuesto y de las
propiedades de las enzimas. Con ello se inicia una ruta catabólica que
permite obtener la energía y los intermediarios necesarios para sintetizar
los componentes celulares y llevar a cabo las funciones fisiológicas
necesanas.
Los microorganismos, las plantas y los animales tienen el mismo
mecanismo de ataque para los compuestos orgánicos derivados del
benceno: la utilización del oxigeno molecular como activador biológico.
La inserción de un átomo de oxigeno en el sustrato necesita energía que es
suministrada por el poder reductor de, principalmente dos cofactores
enzimáticos: el NADH ó el NADPH. Con este tipo de reacciones redox las
estructuras estables e inertes como las del benceno y sus derivados pueden
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ser utilizadas por las células como fuentes de carbono y energía.
Además de su papel predominante en el metabolismo celular de
organismos aerobios como aceptor de electrones en la cadena respiratoria,
en las reacciones de oxigenación anteriormente indicadas se encuentra
una nueva y fundamental función fisiológica del oxígeno. Este tipo de
reacciones se definen por la oxidación de un compuesto orgánico ó
inorgánico a través de la inserción directa de uno o dos átomos de oxígeno
procedentes del 02 molecular.
Las enzimas encargadas de introducir el oxigeno molecular en
sustratos orgánicos recibieron el nombre genérico de oxigenasas,
diferenciándose las que incorporan al sustrato los dos átomos de la
molécula de oxígeno, dioxigenasas, de las que incorporan sólo un átomo
al sustrato con la conversión simultánea del segundo átomo en agua,
monooxigenasas. Este último grupo de enzimas anteriormente se
denominaron hidroxilasas puesto que hidroxilaban compuestos y,
tambien oxigenasas de función mixta aludiendo a la incorporación de un
átomo de la molécula de 02 al sustrato.
Ambos tipos de oxigenasas requieren cofactores que les permitan
reaccionar con el oxígeno, y por ello poseen en su estructura un metal de
transición ó una molécula de flavina ó pteridina que interacciona con el
02.. En estos procesos se generan formas altamente reactivas, como los
radicales hidroxilo.
Las oxigenasas juegan un papel fundamental en las rutas catabólicas
de los microorganismos iniciando la degradación de compuestos
aromáticos y también de hidrocarburos saturados. Por ello, han sido
extensivamente estudiadas, y se han determinado sus mecanismos de
acción, especificidad y regulación. Estos estudios cobran notable
importancia en la aplicación de enzimas microbianas en biotecnología
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ambiental e industrial. Las oxigenasas en organismos superiores son
menos abundantes, pero no por ello menos importantes. En los
mamíferos se encuentran oxigenasas que están implicadas en la
hidroxilación de esteroides, en la síntesis de neurotransmisores y en la
desintoxicación de sustancias nocivas.
A medida que se desarrollan nuevas técnicas de investigación, se
profundiza en el conocimiento de estas enzimas. Los estudios bioquímicos
y los físicos se combinan con técnicas de genética molecular para llegar a
establecer las posibles relaciones que existen entre las distintas oxigenasas
(1-larayama y col., 1992). Así, mediante la determinación de las secuencias
primarias de muchas oxigenasas se han podido establecer homologías y
clasificarlas en una serie de familias de proteínas. Entre las proteínas de la
misma familia, las secuencias de las regiones donde se localiza el sitio de
unión al cofactor se encuentran fuertemente conservadas. En aquellas
proteínas de distinta familia se han encontrado homologías locales en las
secuencias de las regiones donde se une el cofactor.
En los compuestos aromáticos las monoxigenasas y las dioxigenasas
son las enzimas de mayor importancia por ser las enzimas clave que
inician el proceso de degradación para la utilización de los carbonos
contenidos en las estructuras cíclicas insaturadas de los derivados del
benceno.
- Monooxigenasas o hidroxilasas
Las monooxigenasas son flavoproteinas por presentar un grupo
prostético FAD en su estructura y se subclasifican basándose en el donador
de electrones implicado en la reacción catalítica. Si ellas mismas sirven de
donadores de electrones se denominan monoxigenasas internas, y si
requieren un reductor externo como NADH o NADPH para su actividad
catalítica se denominan monooxigenasas externas. Se puede representar
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las reacciones que catalizan de la siguiente forma esquemática:
Flavoproteinas monooxigenasas internas: XH2 + 02 ~ XO + H20
Flavoproteinas monoxigenasas externas: X + + DH2 -r XO + H20 + O
La mayoría de las flavoproteinas monoxigenasas externas son de
origen bacteriano y pueden inducirse por el crecimiento de un
microorganismo en cultivos que contengan el sustrato como única fuente
de carbono. En muchos casos el sustrato es un compuesto aromático y la
activación del núcleo bencénico mediante hidroxilación se lleva a cabo por
este tipo de enzimas. La mayoría de las hidroxilasas introducen un grupo
OH en posición orto respecto del preexistente en la estructura, como en el
caso de la salicilato hidroxilasa (White-Stevens y Kamin, 1972 ) o la 4-
hidroxibenzoato hidroxilasa ( Howell y col., 1972) . También existen
enzimas que insertan el grupo OH en posición para como la 3-
hidroxibenzoato-6 hidroxilasa ( Groseclose y col., 1973). [>a 4-
hidroxifenilacetato 1-l-iidroxilasa de Pseudomonas acídovorans transforma
el ácido 4-hidroxifenilacético en homogentisato, desarrollando un
mecanismo peculiar en el que moviliza el 01-1 insertado de la posición Cd
a la (§2 ( Hareland y col., 1975). Si el compuesto no está hidroxilado
pueden actuar dos hidroxilasas secuencialmente.
La mayoría de las monooxigenasas catalizan reacciones de
monohidroxilación de fenoles sustituido y constituyen un componente
enzimático sencillo. Sin embargo, también se encuentran entre las
monooxigenasas componentes multienzimáticos , como la fenol y la 4-
tolueno monooxigenasa (Nordlund y col., 1990; Whited y col., 1991)
Entre las flavoproteinas hidroxilasas, existen subgrupos atendiendo
al tamaño de sus subunidades. Las 4-HBA, 4-hidroxifenilacetato y salicilato
hidroxilasas tienen alrededor de 45 kDa (Schreuder y col.,1988; Raju y
col.,1988: You y col.,1990), mientras que otras hidroxilasas tienen un peso
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molecular entre 60 y 80 kDa, como la fenol hidroxilasa ( Nurk y col.,1991),
la 2,4 diclorofenol hidroxilasa ( Perkins y col., 1990) ó la nitrofenol
hidroxilasa ( Zeyer y col., 1988) . Las 4-HBA, 4-hidroxifenilacetato 3-,
salicilato y fenol hidroxilasas están incuidas dentro de un mismo
subgrupo también por sus mecanismos de reaccion similares.
La estructura de la p-hidroxibenzoato hidroxilasa está estudiada
ampliamente en Pseudomonas spp. En 2. fluorescens han sido
determinadas sus estructuras primaria y terciaria (Hofsteenge y col, 1980;
Wierenga y col., 1982 ; Hofsteenge y col., 1983; Weijer y col, 1983). A
temperatura ambiente la enzima es un dímero con subunidades idénticas,
aunque pueden existir formaciones de oligómeros más elevadas. El
monómero está formado por una cadena polipéptidica con 394
aminoácidos y existe una molécula de FAD unida al monómero. En
cuanto a su estructura tridimensional, cinco de las cisteinas no están
implicados en puentes disulfuro y el centro activo está formado por tres
tirosinas, una argiina, una serna y una treonina (Wierenga y col, 1982).
El mecanismo de acción de la p-hidroxibenzoato hidroxilasa ha
sido caracterizado ( Visser, 1983; Schereuder y col.,1988; Entsch y Ballou,
1989) y se ha denominado de sustitución concertada. El ciclo catalítico
ha sido determinado con precisión y está esquematizado en la fig. 8: En
primer lugar se forma un complejo formado por la 4-hidroxibenzoato
hidroxilasa y sustrato (2), que se hace ternario al incorporarse el NADPH
(3). A continuación, el NADP es liberado y el FAD de la enzima es
reducido por NADPH a FADH2 (4), el cual reacciona rápidamente con el
oxígeno (5) para formar el intermediario flavín 4a-hidroxiperóxido. Esta
especie oxigenada es muy reactiva y reacciona rapidamente con el 4-HBA
para formar ácido protocatéquico y flavín 4a-hidróxido (6). El flavin 4a-
hidróxido es inestable y espontáneamente se descompone en agua y flavin
oxidado ( Schereuder y col., 1988). Finalmente el producto de [a reacción, el
3,4-DHBA, se separa quedando la flavoproteina oxidada y preparada para
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iniciar un nuevo ciclo catalítico (1).
3,4-DHBA (1)
pOHB-FAD 4-HBA
(6) pOHB-FAD-3 4-DI-ISA 4-HRA-FAD-pCHB (2)
H20 NADPH+H
(5) 4-HSA-FADH2-02-pOHS 4-HBA-FAD-pOHS-NADPH (3)
4-HRA-EADH2-pOHR NADV
(4)
Figura 8: Esquema del mecanismo de acción de la 4-HBA hidroxilasa (pOHiB-FAD)
La salicilato hidroxilasa que cataliza la descarboxilación oxidativa
del 2-hidroxibenzoato es codificada por el gen nahG del plásmido NAH7
de Pseudomonas putida y presenta un 25% de homología con la 4-HBA
hidroxilasa de Ps. fluorescens (You y col., 1991), siendo la zona más
conservada la región de unión al cofactor. Esto parece sugerir que ambos
tipos de enzimas tienen un origen común. Otras enzimas como la 2,4 -
diclorofenol hidroxilasa, que presenta un tamaño tan diferente a la
salicilato y 4-HEA hidroxilasa parece que han tenido una evolución
divergente, hecho que ratifica la ausencia de similitud entre esta enzima y
la 4-HBA hidroxilasa (Perkins y col., 1990)
La mayoría de las hidroxilasas catalizan inserciones en orto respecto
del grupo hidroxilo preexistente, sin embargo la 3-HBA 6-hidroxilasa
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cataliza una para hidroxilación. Esta enzima ha sido aislada de
Eseudomonas acruginosa ( Groseclose y col., 1973), Pseudomonas cepacia
(Wang y col., 1987) y Micrococcus sp. ( Rajasekharan y col, 1990) estando
formada en todos los casos por monómeros de 85 kDa, 44kDa, y 70 kDa
respectivamente.
- Dioxigenasas
Como hemos mencionado anteriormente, las dioxigenasas
catalizan la inserción de dos átomos de 0 2 en el sustrato con posterior
escisión del anillo aromático. Estas enzimas generalmente llevan un
metal en su estructura que suele ser Fe (II) ó Fe (111). Se pueden distinguir
dos clases de dioxigenasas en cuanto su modo de escindir el anillo
aromático: a) Dioxigenasas que requieren NADH ó NADPH como
donantes de electrones y b) dioxigenasas que no necesitan reductor externo
(Fig. 9)
Aunque las dioxigenasas generalmente actuan sobre compuestos
hidroxilados existen dioxigenasas que hidroxilan doblemente el sustrato
como ocurre en el metabolismo de productos tan persistentes como el
benceno, tolueno, etilbenceno y naftaleno ( Dagley, 1975). A partir de estos















Figura 9: Mecanismos de escisión catalizados por dioxigenasas. a) Dioxigenasas que
requieren ÑADH o NADPH. b) Dioxigenasas que no requieren reductor externo.
[odas las dioxigenasas que hidroxilan anillos aromáticos pero sin
escisión están compuestas por una o dos subunidades asociadas formando
una configuración ct~. o (cx~)~ y poseen cofactores comunes, un centro con
hierro y sulfuro [2Fe-25], llamado Rieske y un hierro no hemo
mononuclear Fe (II), ambos asociados con la subunidad a en las enzimas
tipo (aj3)~. La 4-cloro fenilacetato de Pseudomonas CBS tiene configuración
a3 , con subunidades de 50 kDa y el cofactor no tiene hierro sólo está
formado por el centro tipo Rieske (Markus y col., 1986). La benceno 1,2
dioxigenasa de Pseudornonas putida (Irie y col., 1987) está formada por dos
subunidades, de 50 y 20 kDa, y presenta los dos cofactores en su estructura.
Las subunidades a son similares en todas las enzimas estudiadas, incluso
en el peso molecular, al igual que las subunidades I~• De hecho, una




a de las benzoato, toluato, benceno, tolueno y naftaleno oxigenasas
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derivan de un antecesor común, y las ~ de otro distinto pero común a
todas (Neidle y col, 1991).
Los sustratos de reacción de las dioxigenasas que escinden el anillo
aromático son compuestos con al menos dos gupos OH. Si los dos grupos
hidroxilo están en posición orto, la rotura puede ser intradiol o extradiol.
Si los grupos están en posición para, como es el caso del gentisato y el
homogentisato, la rotura aparece entre el grupo carboxilo ó acetilo y el
grupo OH adyacente.
La primera dioxigenasa de la que se obtuvo su estructura primaria
fue de la catecol 2,3 dioxigenasa de Pseudomonas putída mt-2 que está
codificada por el gen xylE del plásmido TOL ( Nakai y col., 1983). Esta
enzima pertenece al grupo de las que escinden extradioles y está formada
por cuatro subunidades idénticas de 32 kDa y contiene un ión Fe (II)
esencial catalíticamente en cada subnidad. El producto de reacción es el
semialdehido 2- hidroximucónico que es de color amarillo; debido a esta
característica el gen estructural xylE puede utilizarse para conocer su
expresión en experimentos de biología molecular.
En cuanto a las relaciones entre las dioxigenasas de este grupo, se
han comparado las secuencias de aminoácidos de cuatro catecol 2,3-
dioxigenasas, una 1,2-dihidroxinaftaleno dioxigenasa y tres 2,3-
dihidroxibifenil dioxigenasa, de Pseudornonas, y se ha observado que
pertenecen a la misma superfamilia (Harayama y col., 1989). Sin embargo,
la catecol 2,3 dioxigenasa de Alcaligenes eutrophus no presenta ninguna
similitud con esta familia ( Kabisch y col., 1990), por lo que se piensa que
las catecol 2,3 dioxigenasas tienen dos orígenes diferentes. Así mismo,
entre esta enzima y la subunidad ~ de la 4,5 protocatecato dioxigenasa de
Fseudomonas paucimobilis existe una cierta similitud ( Noda y col., 1990).
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A diferencia de las enzimas que realizan escisión extradiol y que
tienen Fe (II), las que rompen intradioles, como la catecol 1,2 dioxigenasa y
la protocatecuato 3,4 dioxigenasa contienen como grupo próstético un no
hemo, de hierro Fe(JII). Las estructuras de estas enzimas son variables,
pueden presentar dos subunidades diferentes, Iap-Fe3i~, ó ser un
polipéptido sencillo, [a—Ee3--]~. La 3,4 protocatecato dioxigenasa de
Acinetobactt’r calcoaceticus está compuesta por subunidades diferentes de
23 y 27 k[)a, mientras que la catecol 1,2 dioxigenasa de Pseudornouas
arnillo aparece frecuentemente compuesta por un tipo de subunidad de
30 kDa, ó 32 kW que se pueden asociar entre sí. Existen homologías entre
las subunidades a y fi de estas dos enzimas en cuanto a su estructura
primaria, por lo que se ha pensado que proceden de un antecesor común
(Harayama y col., 1992).
La gentisato 1,2 dioxigenasa, que escinde el anillo aromático entre el
carbono que lleva el grupo carboxilo y el que lleva el grupo hidroxilo, de
Pseudornonas acidovoraus y Cornarnonas testosteroní está formada por 4
subunidades de un polipéptido sencillo de 40 kDa: (aFe)4 y contiene Fe (II)
como cofactor (Harpel y col., 1990).
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2.5. REGULACION Y ASPEXTOS GENETICOS
En el estudio de la degradación de compuestos aromáticos se ha
mencionado las diferentes rutas catabólicas que pueden seguir los distintos
nutrientes, entre ellos el 3- y 4-hidroxibenzoato. También se ha hecho
referencia a los sistemas de transporte e hidroxilación del anillo aromático
como requisitos previos a la escisión del núcleo bencénico. En este
apartado se abordará el estudio de los mecanismos reguladores de la
expresión de las distintas enzimas que intervienen en una ruta catabólica
y la organización de los genes que las codifican.
En el metabolismo microbiano existen enzimas catalíticas que sólo
se requieren bajo determinadas condiciones de crecimiento. Si un
microorganismo dispone de los sustratos empleados en condiciones
fisiológicas normales, es razonable que no se sintetizen otras enzimas que
son innecesarias para metabolizar estos compuestos. Sin embargo, cuando
el nutriente que dispone el microorganismo no es un fuente de carbono
habitual se induce la síntesis de enzima ó enzimas necesarias para su
catabolismo. Este hecho está de acuerdo con el principio de economía que
rige todo mecanismo vital y la existencia de un proceso de regulación de la
síntesis de enzimas.
Fn el caso de las rutas degradativas, esta regulación ocurre
mediante procesos de inducción. La inducción de las enzimas catabólicas
puede ser coordinada, donde todas las enzimas se encuentran bajo el
control de un inductor, ó secuencial, donde existen varios inductores. En
la degradación de compuestos aromáticos el tipo de inducción suele ser
secuencial, de esta manera los microorganismos economizan y sintetizan
sus enzimas de forma gradual.
Los genes de las enzimas inducibles que están coordinadas se
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encuentran adyacentes en el genoma bacteriano y forman parte de una
unidad reguladora u operón con un promotor y un operador. En la
regulacion - operones cada uno regulado porde tipo secuencial hay varios
su inductor correspondiente.
La inducción de los operones puede presentar dos tipos de control:
positivo y negativo. En el primer caso, el inicio de la transcripción en el
promotor necesita de la presencia de una proteína reguladora activada por
el inductor. En el segundo caso, la proteína reguladora activada por el
inductor, se une a un represor impidiendo a éste bloquear el operador, lo
Cual permite el inicio de la transcripción a nivel del promotor.
- Organización genética
Los genes que codifican las enzimas de las ruta catabólicas de
compuestos aromáticos se encuentran unas veces en plásmidos naturales
y otras formando parte del cromosoma. La ruta del 13-cetoadipato utilizada
en la degradación del catecol y protocatecuato, así como rutas superiores
asociadas con ella, están codificadas en el cromosoma. Sin embargo, las
enzimas de las rutas con escisiones tipo tneta suelen estar codificadas en
plásmidos (Harayama y Timmis, 1992). También se encuentran codificadas
en plásmidos rutas de compuestos haloaromáticos como el 3-clorocatecol o
el 2,4- diclorofenoxiacetato
las rutas que primero se analizaron genéticamente fueron aquellas
cuyos genes se encontraban en plásmidos por la facilidad de manejo de
estos elementos frente al DNA cromosómico. Así, la ruta para la
degradación de tolueno/xileno ha sido exhaustivamente estudiada. Esta
ruta está codificada en Pseudomonas putida por el plásmido TOL pWWO
y los genes estructurales se encuentran organizados en dos operones. Un
operón xyl CMABN codifica las enzimas responsables de la oxidación del
tolueno/xileno a benzoato/toluato, mientras que el otro operón
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xyIXYZLTEGFJQKIH codifica las enzimas responsables de la
transformación del benzoato/toluato en intermediarios del ciclo de Krebs.
Estos operones catabólicos están regulados por los productos de los genes
xylS y xylR. ( Fig. 10)
Se ha estudiado también la organización de los genes nah en el
plásmido \AH7 que codifica las enzimas necesarias para la completa
degradación del naftaleno vía escisiónmeta del catecol (Kurkela y col.,1988)
y la organización del operóntod responsable de la oxidación del tolueno
vía escisión meto del 3- metilcatecol con localización cromosóinica (Zylstra
y col.,1989). ( Fig. 10)
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Figura 10: Comparación de diferentes regulones que codifican rutas de compuestos
aromáticos en diferentes microorganismos. El tamaño de los genes viene indicado en la parte
superior y la dirección de la transcripción está indicada con flechas. Los genes ¿at/ ben
codifican el metabolismo del benzoato en 4c¡netobacter cah-oacetic¡¿s. Los genes xwl del
plásniído TOL tienen 4 unidades transcripcionales. Los genes ¡¡ah del plásmido NAI-17
codifican para la degradación del naftaleno y salicilato, se agrupan en dos grandes clusters
con un gen regulador tuilí R. Los genes tod son cromosomales y codifican para la degradación
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Figura 11: Nomenclatura de los genes estructurales de las enzimas implicadas en la ruta
del fi-cetoadipato
En Acinetobacter calcoaceticus los genes para la degradación del
benzoato a través de la escisiónorto están localizados en el cromosoma en
un fragmento de 15 Kb y organizados en tres operones ( Fig. lO). El primer
operón consta de los genes estructurales ben ABCD que transforman el
benzoato en catecol (Fig.11) y existe una ORF con función desconocida. El
siguiente operón es el cat A, que codifica para la catecol 1,2 dioxigenasa que
transforma el catecol en cis,cis-muconato y dos ORF funcionalmente
desconocidas. El tercer operón, cat BCEFD codifica las enzimas que
transforman el cis,cis-muconato en los intermediarios del ciclo de Krebs
vía 13-cetoadipato (Doten y col, 1987). El gen regulador cat Nl se localiza
entre los operones cat A y cat BCEFD ( hg. lO) y ejerce un control negativo
cuyo efector es cis,cis muconato.
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En P4eí¿dornonas putida la organización es parecida y el gen
regulador catR se encuentra entre catÁ y catB, sin embargo en P.
aerug¡¡zosa existe tambien un regulador positivo pero no se encuentra




En la degradación del 4-HBA vía protocatecuato, los genes también
se encuentran en el cromosoma. En .4cinetobacter calcoaceticus están
asociados formando dos operones, uno formado por el gen pobA, que
codifica la 4-HBA hidroxilasa, y otro el pcaEFDBCGH separado unas 5 kb
del anterior, que codifica el resto de las enzimas de la ruta (Hughes y col,
1988; Hartnett y col., 1990).
pca/JEDBC//G patA Hcinetobacter ealcoacetic¡¡s
La organización de los genes pca en Psetídonionas putida es
diferente, el pcaA constituye un operón inducido por ácido protocatéquico,
mientras que el operón pcaBDC está inducido por ~-cetoadipato.
mIlpeaN pcaBDC
Pseudomouas pulida
La comparaciónde la estructura de genes pca y cat se puede observar
en la fig. 12. Los productos de estos genes catalizan reacciones similares y
las enzimas que catalizan la zona común de la degradación del ~3-
cetoadipato es idéntica, mientras que los otros genes están ordenados en
orden inverso.
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Figura 12: Comparación de los genes <¿it ~‘ paz en Acinetobacter ¿a/~o¿wetúus. Cuando el
orden de estos genes fue comparado se observó que estaban conectados de una manera
sim; lar.
- Regulación del metabolismo degradativo
La regulación de las secuencias catabólicas se ejerce pricipalmente a
través de un control transcripcional. En la mayoría de los casos el control
es positivo pero no todos los metabolitos de la ruta ó sus análogos
esructurales son inductores.
Las enzimas de la ruta del ~-cetoadipato están controladas de
manera diferente en diferentes especies, si bien todos los mecanismos
implican una inducción coordinada de las enzimas cuando el sustrato está
disponible en el medio. Fn Acinetobacter calcoaceticus el ácido
protocatéquico induce las enzimas expresadas por los genes pcaHC, pcaB,
pcaC, pcaD y pcalJ y el cis,cis muconato induce las enzimas codificadas por
catA, catB, cat C, catD y cat[J, es decir existen dos inductores independientes
para cada rama de la ruta (Harayama y Timmis, 1992)
Fn P putida la regulación es diferente, el ácido protocatéquico sólo
puede inducir la enzima codificada por pcaHG y el cis,cis-muconato induce
sólamente las enzimas expresadas por catA y catB. Sin embargo, en este
caso es el frcetoadipato el inductor general de todas las demás enzimas.
Esto tiene la ventaja de ser una regulación más económica que la de A.
calcoaceticus, aunque ello implique la expresión de las enzimas codificadas
por pcaB y pca C cuando se oxida el catecol.
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En otras especies como Noca rdia opaca, el p-cetoadipato es el único
inductor de todas las enzimas de la degradación del ácido protacatéquico y
catecol con excepción de las codificadas por los genes cabA y catB, cuyo
inductor es el cis,cis-muconato. En Alcaligenes spp. la regulación es
similar a la de A. calcoaceticus ( Stanier y Ornston, 1973).
El operon benABCD de A. calcoacetícus es inducido por benzoato
aunque el regulador aun rio ha sido caracterizado. El benzoato tambien
puede inducir operón cat A pero no el cat BCIFD. El cis,cis-muconato
puede inducir los dos operones ( Harayama y Timmis, 1992)
En el plásmido TOL (pWWO) las proteínas reguladoras xyl R y w1 5
son las responsables de la regulación de las oxidaciones del xileno y
tolueno .X y1 5 interacciona con el benzoato ó sus análogos y activan la
transcripción del operón .ryl XYZLTEGFJQKIH. Xi,’1 R interacciona con el
tolueno ó bencilalcohol ó sus análogos activando la transcripción del
operon xyl CMABN. El xylR en presencia de su efector tanbien puede
estimular indirectamente la expresión del operon que regula el xyIS
mediante la activación de la transcripción de xyIS. (Ramos y col., 1987;
Harayama y Timmis, 1992)
¡461
xy/CMASN xy/XYZL TECEJQK/H .ryIS xy/R
- e-->
2.6. ASPECTOS FISLOLOGICOS Y EVOLUTIVOS
Las bacterias y los hongos tienen un papel muy importante y
exclusivo en el medio ambiente como agentes que mineralizan materia
órganica a través de complejas y especializadas rutas degradativas.
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La diversidad de las rutas bioquímicas que un microorganismo
puede seguir al cultivarse en diversos compuestos aromáticos da una idea
de la versatilidad de estos seres vivos. Sin embargo, no se conocen con
exactitud los mecanismos por los que un microorganismo elige una u otra
manera de escindir el núcleo bencénico. La variedad de rutas bioquímicas
que existe en bacterias para un mismo compuesto aromático, es indicativo
de que la selección natural ha explorado a través de muchas posibilidades
químicas. Como ejemplo tenemos al benzoato que puede seguir cuatro
rutas diferentes de degradación, entre las cuales la del catecol es con
mucho la más utilizada entre las bacterias aerobias. La selección natural no
tiene soluciones ilimitadas sino que siempre opera sujeto a rigurosas
necesidades químicas.
La introducción de un compuesto orgánico nuevo en el medio
ambiente que potencialmente pueda ser usado como fuente <le carbono y
energía motiva una presión selectiva que provoca el origen de una nueva
ruta degradativa. Es decir, la selección natural provoca la producción de
una enzima ó una secuencia de enzimas con nuevas actividades
catalíticas que permiten la conversión del compuesto nuevo en un
intermediario metabolico celular. Existen principalmente dos formas de
expansión catabólica de las rutas degradativas: expansión horizontal y
expansión vertical.
La expansión horizontal consiste en un aumento del número de
sustratos metabolizados por una ruta, que contenga diversos análogos
estructurales de un compuesto. Esto puede obtenerse bien mediante
mutaciones que contribuyan a aumentar el número de efectores ó de
sustratos reconocidos por la proteína reguladora ó por alguna de las
enzimas de la ruta, ó bien gracias a la incorporación de enzimas
isofuncionales, que permitan una ampliación del rango de compuestos
metabolizados a través de la ruta estudiada.
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La expansión vertical se caracteriza por la aparición de nuevas
reacciones enzimáticas en una ruta ya existente, que confiera al
microorganismo la capacidad de degradar nuevos sustratos. Cuando no se
puede conseguir la degradación de un compuestos aromático por alguno
de los mecanismos citados anteriormente, el microorganismo puede
‘crear una ruta degradativa nueva, mediante el ensamblaje de reacciones
enzímáticas pertenecientes a rutas distintas.
En el plano genético todo esto implica el desarrollo de nuevos genes
estructurales por medio de modificaciones de los preexistentes, así como el
desarrollo de genes reguladores que ejerzan un control adecuado sobre la
expresión de los genes estructurales. Los mecanismos de adaptación
genética pueden ser de transferencia de DNA, mutación, recombinación ó
transposición y estos procesos provocan una elevada diversidad de DNA
en las bacterias del suelo (Torsvik y col., 1990). La transferencia genética
entre los diferentes microorgamsmos no es un proceso difícil si tenemos
en cuenta que en el medio ambiente están sometidos a interacciones que
pueden provocar una conjugación, una transformación ó una
transducción, con la consiguiente variación de su material genético. Entre
los plásmidos NAH y TOL existen homologías en el DNA que pueden ser
debidos a cualquiera estos procesos.
Las mutaciones puntuales pueden afectar a la especificidad de
sustrato de una enzima. Por ejemplo, el reconocimiento de una mayor
cantidad de sustratos de la catecol 2,3-dioxigenasa codificada por el
plásmido TOL se extiende hasta el 4-etil catecol por sustituciones simples
de aminoácidos. Las posibles recombinaciones que pueden ocurrir en el
DNA originan nuevos reagrupamientos ó reasociaciones de los genes,
como ocurre entre Psezídomonas putida y Acinetobacter calcoaceticus al
analizar varias rutas como la del ~-cetoadipato ( Harayama y Timmis,
1992). La duplicación tambien ha sido considerada como un mecanismo
importante para la evolución de microorganismos, y como ejemplo está la
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existencia de tres isoenzimas diferentes act. ctp y ~3j3de la 1,2-dioxigenasa
en Pseudomonas arvilla Cii (Nakai y col.,1990). En cuanto a las
transposiciones encontramos elementos transponibles en el plásmido
TUL, como el Tn 4653, del grupo del Tn 3.
El esquema generalizado de escisiones orto, ineta y la convergencia
de las rutas catabólicas hacia unos pocos metabolitos intermediarios que se
produce en un amplia variedad de especies microbianas y de compuestos
aromáticos, sugiere que los microorganismos han extendido su rango de
sutratos como consecuencia de:
-Una evolución divergente, en la que ha ocurrido un fenómeno de
selección de un número limitado de rutas degradativas entre las diferentes
especies microbianas. Las comparaciones de secuencias de aminoácidos
entre enzimas isofuncionales de la ruta del ji-cetoadipato en diferentes
microorganismos, pone de manifiesto la evolución divergente de esta ruta
(Ornston y Yeh, 1982).
-Una evolución convergente, en la se han desarrollado rutas
catabólicas similares en distintos microrganismo de una forma
independiente, debido a la utilización de un número limitado de
reacciones químicas disponibles.
Por último, hay que tener en cuenta que la manipulación genética
de microorganismos para la obtención de rutas catabólicas que ayuden a
descontaminar el medio ambiente, no representa cambios en las
características fundamentales de estas especies, sólo supone una
aceleración de los procesos evolutivos. En algunos casos, por ejemplo, la
expansión del espectro de sustratos requiere únicamente la sustitución de
un aminoácido en una enzima. Por lo tanto, estas mutaciones pueden
ocurrir de forma natura], en unas condiciones ambientales que ejerzan
una presión selectiva sobre el microorgansimo ( Ramos x Rojo, 1990).
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OBJETIVOS DEL TRABAJO DE INVESTIGACION
los compuestos arómaticos pueden ser degradados por
determinadas bacterias del suelo impidiendo que resulten altamente
persistentes y alteren el equilibrio ecológico de la Naturaleza. Por ello, se
ha centrado la atención en algunas especies bacterianas y algunos hongos
como posibles agentes descontaminantes. La mayoría de los estudios sobre
degradación de compuestos aromáticos ha sido realizada en bacterias del
género Eseudomonas , por su extraordinaria capacidad de adaptación a las
condiciones fisiológicas más diversas, tanto en cuanto a la utilización de
fuentes de carbono como a la tolerancia de condiciones ambientales. Más
recientemente se ha estudiado la degradación de compuestos aromáticos
estudiado en otros microorganismos: E. coli ( Cooper y Skinner, 1980), K.
pneumoniae ( Fawcett y col., 1989; Martín y col., 1991) 6 Bacillus spp.(
(‘rawford, 1975).
R. pneurnoniaú es un bacteria gram negativa de la familia
Enterobacteriaceae, capsulada y anaerobia facultativa que se encuentra en
el tracto gastrointestinal y en el suelo con cierta profusión, por lo que es
posible utilizarla como descontaminante ambiental. ( Knitte y col., 1977).
Su principal interés reside en la capacidad para fijar nitrógeno, por lo que
ha sido muy estudiada a nivel genético (genes nif) con posibles
aplicaciones para la agricultura.También, se han encontrado diferentes
cepas de K. pneumoniae relacionadas con la degradación de la corteza de
los árboles y la madera (Deschamps y col., 1983). Por otra parte, se ha
observado que K. pneumoniae muestra cierta semejanza metabólica con
Pseudomonas y E. cok, pudiendo metabolizar, al igual que estos géneros,
diversos compuestos aromáticos.
La capacidad degradativa de esta bacteria no ha sido suficiente
investigada y por esta razón hemos tratado de conocer las características
bioquímicas y genéticas y los mecanismos reguladores del metabolismo de
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varias sustancias entre ellas el 3- y 4-HPA (Fernández, 1989; (Abello, 1991)
y el 3- y 4-HBA (Suárez y col., 1991).
En este trabajo de investigación se ha abordado el estudio de la
degradación de los ácidos 3- y 4-HBA por dos razones:
-Existe muy poca información acerca de la degradación del 3-HBA
en bactenas.
-Aunque el metabolismo del 4-HBA está más estudiado , Ja cepa
salvaje de K. pneumonzae no es capaz de crecer en 4-HBA, por lo que es
muy interesante el estudio de un mutante con fenotipo positivo de
crecimiento en este compuesto.
Los objetivos del presente trabajo de investigación se han dirigido
hacia el estudio de los siguientes aspectos:
1-Estudio de la ruta degradativa del 3- 1-IBA en la cepa salvaje de K.
pu e u ni o ni ar
2-Obtención de un mutante que fuera capaz de crecer en 4-HiBA.
3-Determinación de la actividad enzimática de las enzimas
implicadas en la degradación del 3-HBA.
4-Determinación del origen de la mutación mediante estudios de
inducción
5-Estudio de los sistemas de transporte del 4-HBA en el mutante
positivo de ¡Y pneumonhae.
6-Purificación de la 4 HBA hidroxilasa del mutante de K.
p nc u moni a e
7-Purificación de la 3-HBA hidroxilasa de la cepa salvaje de K.
p nc u monía e.
8-Secuenciación de los extremos aiminoterminales y composición de
aminoácidos de estas hidroxilasas para analizar su similitud.
9-Hibridación con una sonda de la 4-HBA hidroxilasa con la cepa
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salvaje y con el mutante.
10-Obtención de una genoteca de K. pneumoniae con tamaños de
inserto adecuados y donación de la 4-HBA hidroxilasa.
Mediante la consecución de estos objetivos se pretende contribuir a
un mejor conocimiento de las capacidades bioquímicas y genéticas de K.
pneunzoniae y su posible aplicación en el estudio de la regulación de otros
microorganismos y descontaminación ambiental.
MATERIAL Y METODOS 1
1.
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1. MATERIAL
II. MATERIAL BIOLOGICO
Para el desarrollo de este trabajo se han empleado las siguientes
estirpes bacterianas:
-Klebsiella pneumoniae M5al, cepa salvaje cedida por el Dr.
M. J. Merrick, Agriculture Research Council, University of Sussex
Brighton, UK.
-Riebsiella pneumoniae MAO4, mutante con fenotipo 4 HBA
positivo obtenido en nuestro laboratorio.
- Escherichia cali CC 118 f’ sure, del stock del laboratorio del
Dr. de Lorenzo, Centro de Investigaciones Biológicas, Madrid.
-Acinetobacter calcoaceticus ADP-1, del laboratorio del Dr.
Harayama, Departament of medical Biochemistry, lJniversity of Geneva,
Geneva, Switzerland.
- Escherichia ccli S17-1, del laboratorio del Dr. Haravama.
1.2. REACTIVOS
Los productos utilizados en la elaboración de medios de cultivo:
bactotriptona, extracto de levadura y agar fueron suministrados por la casa
comercial Difco, y las distintas sales por la casa Merck. Los compuestos
aromáticos: 4HBA, 3HBA, 3,4 dHBA, 2,5 dHBA y los antibióticos:
ampicilina y tetraciclina se obtuvieron de la casa comercial Sigma.
Tanto las columnas utilizadas en las cromatografías por FPLC y
Smart: Mono Q, Superose 12, Superose 6 PC, como otras resinas: Blue
Sepharose, Sephadex G-50 pertenecían a la firma Pharmacia.
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Los productos necesarios para las electroforesis de proteínas:
acrilamida, N,N-meti]enbisacrilamida, TFMED y persulfato amónico son
de Bio-Rad. Los geles comerciales para el Phast System y los diferentes kits
de calibración para la determinación de los peso moleculares y de puntos
isoeléctricos de las proteínas fueron suministrados por Pharmacia.
Los reactivos para electroforesis de DNA: agarosa y bromuro de
etidio se obtuvieron de Sigma. Las endonucleasas de restricción, los
plásmidos y los diferentes compuestos utilizados en Biología Molecular
son principalmente de Boehringer Mannheim y Promega. El kit de
elución de DNA a partir de geles de agarosa ( Geneclean) es de la casa
comercial Bio ¡01.
Las membranas de nylon ( N-Hybond ) empleadas en hibridación
proceden de la casa Amersham. Otros compuestos utilizados en esta
técnica y en la de Southern Blot: polivinilpirrolidona, ficolí, DNA de
salmón y seroalbúmina bovina fueron suministrados por Sigma.
Como productos radiactivos, el 14 C-4-HBA utilizado en
experimentos de transporte se obtuvo de Sigma y el 32 P- ATP necesario
para el marcaje de las sondas utilizadas en las hibridaciones, se consiguió a
través de Nen Research.
Los disolventes órganicos y demás reactivos utilizados para este
trabajo proceden de las casas Merck, Aldrich, Panreac y Boehringer
Mannheim. Las distintas disoluciones y tampones se realizaron con agua
destilada ó Mdli Q . Todos los compuestos y sustancias utilizadas
presentan una alta pureza.
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1.3. EQUIPO UTILIZADO
Los aparatos más relevantes de nuestro laboratorio utilizados en
este trabajo de investigación han sido los siguientes:
Agitadores orbitales Cientifica S.A.
- Baño termostático con agitación Unitronic 320 OR
- (?entrifuga Beckman J2-21
- Ultracentrifuga Kontron T-1055
- Espectrofotómetro PYE-Unicam 11V/VIS PU 8800
- Cubetas y fuentes de elctroforesis, de Pharmacia
- Transiluminador 2011 Macrovue, LKB
- Contador de centelleo Beckman LS 3801
- Sistemas de cromatografía FPLC y Smart, de Pharmacia
- Phast Sx’stem, de Pharmacia
2. METODOS
TECNICAS DE BIOLOGIA CELULAR.
2.1. MANTENIMIENTO Y DETERMINACION DEL CRECIMIENTO CELULAR
Para el crecimiento de las distintas estirpes bacterianas se utilizaron
medios líquidos de cultivo ricos: LB, SOC, TB (Maniatis y col., 1989) y en
medios líquidos mínimos: PJC (Hareland y col., 1975) que fueron
incubados en matraces con aireación y agitación adecuada. Las fuentes de
carbono: 4HBA, 3HBA, 2,5-DHBA, 3,4-DHBA fueron esterilizadas por
separado y añadidas al medio de cultivo a una concentración 6 mM.
El crecimiento en medio solido se realizó en placas de petri
conteniendo medio rico ó mínimo, solidificado con 1,5% de bacto- agar. La
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temperatura de crecimiento fue de 370C para los medios de cultivo ricos y
30”C para los medios mínimos.
Las estirpes se conservaron a 40C en medio sólido. Para su
conservación a largo plazo se mantuvieron en glicerol al 25% y a -200C.
El crecimiento en masa de los cultivos se midió por turbidimetría
determinando la densidad óptica a 550 ó 680 nm. en un espectrofotómetro.
2.2. MUTAGEN ESIS MEDIANTE RADIACION ULTRAVIOLETA
El mutante de K. pneunioniae MAO4 se obtuvo por tratamiento de
radiación ultravioleta, siguiendo el protocolo de Miller (1972) . El mayor
rendimiento se obtuvo con un tiempo de exposición de 2 mm. Los
mutantes se seleccionaron en placas que contenían 4HBA como única
fuente de carbono y energía. El mantenimiento de la mutación se realizó
haciendo siembras sucesivas en placas de 4 HBA durante 2 meses de
aquellas colonias que presentaban un mayor crecimiento.
2.3. ESTUDIO DEL SISTEMA DE TRANSPORTE.
- Ensayos de transporte: Los cultivos en fase logarítmica de
crecimiento (A
680 =0.7) fueron centrifugados y lavados tres veces con
tampón H2 K PO4 ¡ HK2 PO4 SOmM pH 7.0. El precipitado se resuspendió
en este tampón para dar una concentración de 20 mg cels.!ml. Las células
fueron preincubadas 20 mm. a 30
0C y seguidamente se realizó una mezcla
de reacción que contenía 0,3-0,5 mg. cels. , 62 nmoles de 14C-4 HBA(6,82x10
cpm) y tampón fosfato hasta 5 ml. Las muestras de 200 pl fueron tomadas a
intervalos de 30 seg. y aplicadas a una membrana de filtración ( 0.45 Mm),
siendo entonces lavadas con 10 ml de tampón fosfato, por succión con una
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bomba de vacío. Finalmente se indrodujeron en 5 ml de liquido de
centelleo y se midió la radiactividad de las muestras en un contador de
centelleo.
En algunos experimentos, las células fueron incubadas con
compuestos inhibidores de la cadena respiratoria y síntesis de ATP:
arseniato, azida sódica, diciclohexilcarbodilmida; con desacoplantes del
transporte: 2,4-dinitrofenol ó carbonilciamida-m-clorofenilhidrazona; ó
con ionóforos valinomicina, nigericina y gramicidina. 10 mm antes de la
adición de ‘4 C-4HBA. Las células fueron tratadas con EDTA para hacerlas
permeables a varios inhibidores.
- 1iatatniento de choque osmótico: El choque osmótico fue
realizado según el método descito por Heppel y col. en 1971, utilizando
una concentración de sacarosa 0.5 M.
- Ensayo del ATP: Fueron tomadas alícuotas de 100 Ml en
paralelo durante los ensayos de transporte y el ATP presente fue
determinado por el método de Gagnara y Finch, modificado por Joshi y col.
1989). La concentración del ATP intracelular fue calculada usando un
volúmen citoplásmico de 1.65 Ml/mg cels.
2.4. PREPARACION DE EXTRACTOS CELULARES
De la misma manera que para los ensayos de transporte se tomaron
cultivos bacterianos en fase logaritmica de crecimiento, se centrifugaron 10
mm a 7.000 rpm y se lavaron dos veces con tampón HK2 PO4 /H2 K PO4 50
mM pH 8.0 ó con tampón Tris 20 mM pH 8.0, según su posterior
utilización. Las células fueron resuspendidas en un volumen final que
variaba en función del volumen del medio de cultivo. Para ensayos
cinéticos se utilizaron 200 ml de medio mínimo que se resuspendieron en
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4 ml del tampón correspondiente. Estas células fueron sometidas a un
tratamiento con ultrasonidos con un sonicador Labsonic : 4 ml de células
lavadas se sonicaron tres veces 30 seg , con un intervalo de 1 mm entre
cada vez y con una potencia de 3.000 watios.
Posteriormente al tratamiento de sonicación, las células
fragmentadas fueron ultracentrifugadas a 40.000 rpm durante una hora y
se recogió el sobrenadante que constituiría el extracto celular.
ENZIMOLOGIA Y CARACThRIZACION BIOQUIMICA
2.5. DETEIRMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS
-3-hidroxiben.zoato, 6-hidroxilasa ( EC 1. 14. 13.): Fue medida
por disminución de la absorbancia a 340 nm debido a la oxidación del
NAD(P)H, cofactores de la reacción que transforma el 3-HBA en 2,5-dHBA.
Los ensayos fueron realizados con 275 ~m de 3-HBA y 250 pM de
NAD(P)H. El coeficiente de extinción molar utilizado para calcular la
actividad específica fue 6,22 ix 103 Mii cm-1 ( Wheelis y col., 1967).
- 4-bidroxibenzoato, 3-hidroxilasa ( EC 1. 14. 13. 2.): Ha sido
determinada por el mismo método que la anterior, excepto que el 4 HBA
fue utilizado como sustrato y el NADPH como único cofactor. el
coeficiente de extinción molar utilizado fue el mismo que para la 3-HBA
hidroxilasa ( Wright y col., 1991).
-2,5-DHBA ( gentisato > dioxigenasa ( EC 1. 13. 11. 4.): Fue
medido el incremento de la absobancia a 330 nm debido a la
transformación del 2,5 DHBA en maleil piruvato. El ensayo se realizó con
300 MM de 2,5-DHBA y el coeficiente de extinción molar fue 2,22 x 103 M-’
cm-1 ( Wheelis y col., 1967).
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- Maleilpiruvato isomerasa ( EC<5. 2. 1.4.): Se determinó su
actividad por aumento de la absorbancia a 330 nm como consecuencia de la
adición de glutation reducido a la reacción de la 2,5-DHBA dioxigenasa. El
ensayo se realizó añadiendo a la reacción de la 2,5-Dl-IBA 30 MM de GSH. El
coeficiente de extinción molar fue 13 ix 103 M~ cm-t (Lack, 1961).
- 3,4-DHHA (protocatecato) dioxigenasa ( FC 1. 13. 11. 3.): Fue
medida por disminución de la absorbancia a 290 nm debido a la
desaparición del 3,4-dHBA y a su transformación en p-carboxi-.cis,cis-
muconato. Se realizó el ensayo añadiendo 200 MM de 4-HBA, el coeficiente
de extinción molar fue 2, 28 ix 103 Mi cm-1 (Wright y col., 1991).
Fuinaril piruvato hidrolasa (EC 3. 7. 1.): Se midió por
aumento de la absorbancia a 315 nm por aparición de piruvato ( Lack,
1961).
2.6. MEDIDA DEL CONSUMO DE OXIGENO
Los experimetos para deteminar los niveles de oxidación de los
extractos enzimáticos se realizaron en un oxígrafo Gilson modelo 5/6. Se
añadió a las cubetas el extracto enzimático que se ensayaba, lOpl de
NAD(P)H 20 mM y 100pM del sustrato (3-HBA, 4-HBA....).
2.7. MEDIDA DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA
La determinación de la concentración de proteína (mg/mí) se se
realizó siguiendo el método de Bradford (1976) con la modificación de
Marshall y Willians, 1986. Como patrón se utilizó BSA 1 mg/ml
realizando una recta de calibración en el momento de hacer una medida
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de proteína. También se utilizó alternativamente el método
espectrofotométrico aplicando la fórmula siguiente :1,55. A ~ 0,76. A260
(Segel,1968).
Las concentraciones más bajas de proteína (Mg/mí) se midieron
calculando el siguiente valor de absorbancia: 144( A225 -A 215 ) (Segel,
1968).
2.8. \IETODO DE PURIFICACION ENZIMATICA
Se utilizaron dos métodos diferentes para la purificación a
homogeneidad de la 4-1-IBA, 3-hidroxilasa (Fig. x) y la 3-HiBA, 6-hidroxilasa
(Fig.x). En estos procesos se emplearon diferentes tipos de cromatografias
utilizando el sistema FPLC y Smart. Las columnas empleadas fueron:
-Cromatografía de afinidad: Blue Sepharose
-Cromatografía de filtración en gel: Superose 12 , Sephadex C-25 y
Superose 6 PC.
-Cromatografía de intercambio iónico: Mono Q
- Purificación de la 4-HBA, 3-hidroxilasa.
Mediante estudios preliminares se comprobó que la utilización de
Blue Sepharose daba un buen resultado como cromatografía inicial del
proceso de purificación. La siguiente cromatografía utilizada tenía la
función de eliminar el contenido en sales de la muestra eluida de Blue
Sepharose y de separar otras proteínas en función del peso molecular.La
cromatografía de intercambio iónico fue la más resolutiva y por ello se
hicieron dos pases a diferentes pH, dializando la muestra entre ambos. Los
tampones utilizados para equilibrar las columnas, así como los tampones
de elución vienen reflejados en la Fig. 13.














Figura 13: Proceso de purificación de la 4-1-IBA, 3-hidroxilasa de FC pne;trnonwe MAO4.
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Figura 14: Proceso de purificación de la 3-HEA, 6-hidroxilasa de K.pneu.monwe MSa 1.
Material y Métodos ¡ 59
- Purificación de la 3-HBA, 6-hidroxilasa
Para la purificación de esta enzima no se utilizó la columna Blue
Sepharose porque no se obtenían buenos resultados en los estudios
preliminares. Empleamos la columna ¿Mono Q que fue altamente
resolutiva y nos permitió un proceso de purificación más rápido que el
anterior. La muestra se invectó dos veces consecutivas en esta columna
con desalación de la muestra por cromatografía en Sephadex C-25. Estas
columnas se empaquetaban de manera sencilla en una jeringuilla, y nos
permitieron realizar la eliminación del KCl de una forma menos aparatosa
que las diálisis.
Un último paso en este proceso, con la finalidad de obtener una
mayor cantidad de proteína pura, fue utilizar la columna de gel filtración
Superore 6 PC en el Smart . Esta etapa nos permitió concentrar la muestra
y cambiar el tampón Tris-HCI por Fosfato potásico de una manera
simultánea, va que este último fue el tampón requerido para analizar los
aminoácidos de la proteína. Los tampones utilizados durante el proceso de
purificación para equilibrar y eluir están descritos en la Fig. 14.
2.9. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR Y DEL PUNTO ISOELECTRICO
- Electroforesis en condiciones nativas: Como técnica analítica
para comprobar la validez de la purificación se utilizó la electroforesís en
condiciones nativas siguiendo el protocolo de Bryan (1977) para preparar el
gel de poliacrilamida al 8 %. Los patrones utilizados fueron los de bajo
peso molecular comercializados por Pharmacía.
- Electroforesis en condiciones desnaturalizantes: Se
realizaron utilizando el sistema de electroforesis automático Phast System
con geles entre el 8-25% de poliacrilamida. La concentración de SDS fue al
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0.55%. Los marcadores fueron los mismos que los utilizados en
condiciones nativas.
- Isoeledroenfoque: Para determinar el punto isoélectrico se
utilizaron geles comerciales IEF 5-8 aplicables al Phast Svstem. Los
marcadores fueron de Pharmacia.
- Tinción de geles con azul de Ceomasie R-250: Se realizó este
tipo de tinción cuando la cantidad de proteína analizada se estimó superior
a 100 Mg! mi.
- unción de geles con nitrato de plata: Se utilizó este método
de tinción (Nielsen y col., 1984) para una mejor estimación de la pureza de
las muestras o cuando la cantidad de proteína era muy baja para ser
detectada por el método anterior (ng prot).
La conservación de los geles se hizo sumergiéndolos en una
solución que contenía 10% de glicerol, 30% de etanol y 10% de acético y
manteniéndolos a 40C.
2.10. DETERMINACION DE LA COMPOSICION DE AMINOACIDOS
Para determinar la composición de aminoácidos de la 4-E-IBA y 3-
HEA hidroxilasa se utilizaron las muestras resultantes del último paso del
proceso de purificación con una cantidad de enzima pura de
aproximadamente 15 Mg! ml . Para reducir el volumen existente de 1 ml
la muestra se aplicó sobre una unidad de microconcentración Amicón y
se centrifugó a 4.500 rpm durante 30 minutos. Se recogió la muestra a 1000
rpm en un volumen de 200 4, lavando el filtro con 30 ~il de agua.
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El proceso de hidrólisis en el caso de la 4-HEA hidroxilasa fue
realizado por Pharmacia durante 20 horas a 1 10”C, aplicándose 100 iil de
muestra en el analizador. En el caso de la 3-HBA, 6-hidroxilasa la
composición de aminoácidos se realizó en el Departamento de Bioquímica
y Biología Molecular 1, de la Facultad de Ciencias Biológicas de la U.C.M.
2.11. SECUENCIACION DEL EXTREMO N-TERM¡NAL
Las muestras fueron tomadas en el último paso de purificación y se
dializaron frente a tampón NaH2 PO4 /Na2 H PO4 10 mM pH 7.0
utilizando las unidades de microconcentración Amicón. La muestra, con
un volúmen final de 200 ~l, fue aplicada a un secuenciador de proteínas
Applied Biosystems 477A, de Pharmacia). Este proceso fue realizado por el
Departamento de Química de Proteínas del Centro de Investigaciones
Biológicas (C.S.I.C.) de Madrid.
212. DETERMINACION DEL MECANISMO CATALíTICO
Se utilizó la 4-HBA hidroxilasa parcialmente purificada y se
determinaron los valores de velocidad inicial obtenidos utilizando 4-HBA
como sustrato variable a cuatro concentraciones fijas de NADPH y a una
constante de oxígeno a 4
0C.
También se determinó la velocidad inicial de la reacción catalizada
por la 4-HBA hidroxilasa utilizando 4-HBA como sustrato variable a
cuatro concentraciones de oxígeno y una constante de NADPH.
Mediante representaciones gráficas se pudieron calcular las
constantes de disociación y las constantes de Michaelis (Dalziel, 1969).
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2. 13. INACTIVACION POR DIETIPIROCARBONATO
La determinación de residuos que forman parte del centro catalítico
de la 4-1--IBA hidroxilasa fue determinada mediante la incubación de la
enzima con varias concentraciones de dietilpirocarbonato (Blanke y col.,
1990).
Las soluciones stock de dietilpirocarbonato se realizaron en etanol
absoluto. La concentración se determinó mediante la adición de una
pequeña alícuota (Sp1) de DPC en 3 ml de imidazol 10 mM pH 7,5 y la
medida de la absobancia a 230 nm, usando el coeficiente de extinción
molar 3,0 x 103 M-’ cm-1 (Melchior y Fahrney, 1970). El estudio de la
dependencia del pH en la inactivación se realizó a pH 7,5-10 utilizando
tampón glicina-NaOH.
METODOLOGíA DE DNA RECOMBINANTE
2.14. EXTRACCION DE DNA
- Obtención de DNA cromosomico: Se realizó siguiendo el
método descrito por Chow y col. (1977), basado en la utilización del CTAB
para la eliminación de los polisacáridos. La concentración de DNA
obtenido mediante este método fue entre 0,7 - 0,9 pg/pl.
- Obtención de DNA plismidico ( minipreps ) : Se realizó
creciendo los cultivos bacterianos en medio rico Terrific Broth y siguiendo
el método de Birnboim y Doly, 1979. Se trató con 1 Ml de RNAsa ( lO
mg/mí) media hora a 37 0C.
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2.15. DETERMINACION ANALITICA DE DNA
- Cuantitativa La concentración de DNA se valoró
experimentalmente midiendo la absorbancia a 260 nm de una pequeña
ajícuota de DNA ( 3 ó 6 pl) en 600 pl de agua. 1 Unidad de Absorbancia de
DNA a esa longitud de onda equivale a una concentración de 50 Mg/ml.
- Cualitativa Geles de agarosa : Para visualizar el DNA se
realizaron geles de agarosa a una concentración variable entre 0.8 y 1.5 %
en tampón TAE óTBE. Si tos geles eran analíticos se empleó TBE, si
posteriormente se procedía a la extracción de DNA con el kit Geneclean se
utilizaba TAl-. Siempre se empleó el mismo tampón como electrolito que
el utilizado para hacer el gel. La electroforesis se mantuvo a un voltaje
constante de 80 voltios.
Los geles se tiñeron con bromuro de etidio (10 Mg! mí)
durante 5 mm para su visualización con luz ultravioleta y se bañaron en
agua destilada 15 mm para eliminar el fondo. Los geles fueron
fotografiados con una cámara instantánea Polaroid DS 34. El marcador
utilizado fue KHind III.
2.16. SOUTI-IERN BLOT
DNAs de E.coli CC118 sure, K. pneunzoniae M5al y \1A04 fueron
digeridos totalmente con BamHI, EcoRI y Pst 1 y aplicados a un gel de
agarosa al 0,8%. La transferencia de estos DNAs a membranas de nylon se
realizó siguiendo el método descrito por Southern (1975).
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2.17. ELABORACION DE UNA GENOTECA DE FC pneumoniae
Preparación del vector de clonaje: El vector utilizado fue el
plásmido pUC 18 (0.25Mg/pl). 1 ~g de vector fue digerido con 1 unidad de
la enzima de restricción Eco Rl, en un volúmen final de 25 ~l con agua
Milli Q La digestión tuvo lugar toda la noche a 37 0C. El tratamiento con
losfatasa alcalina se hizo añadiendo 5 pl de enzima y llevando el volúmen
a 50 pl. Se mantuvo 1 hora a 370C y se calento a 65<’C durante 10 minutos.
Se realizó una extracción fenólica xz se pasó el vector por una columnita de
Sephadex (>50 equilirada con TE para eliminar los posibles restos de fenol.
- Fragmentación del DNA cromosomico: El DNA de
1k’.
pneumoniae MAO4 se digirió parcialmente a distintos tiempos con Eco Rl
hasta que se obtuvieron los tamaños de inserto deseados. La temperatura
de digestion fue siempre 37V. Antes de realizar la mezcla de ligamiento se
trató el L)NÁX con l~d de RNAsa (10 mg/mí) on el fin de evitar
interferencias.
Ligamiento: Se uso la ligasa T4 para la reacción de
ligamiento. Se probaron distintas proporciones de plásmido y de DNA
cromosómico digeridos ambos con la misma enzima de restricción. La
reacción tuvo lugar durante una noche a 4~’C.
- Análisis de insertos: Las mezclas de ligamiento se
analizaron por transformación de Ecolí CC118 sure. Se analizó el DNA
plasmídico de 6 colonias recombinantes por placa. Los plásmidos se
digirieron con la enzima de restricción correspondiente y se comprobó la
existencia de insertos valorándose su tamaño mediante un gel de agarosa
al 0.8 ¼.
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2.18. ÍRANSFORMACION EN E. ccli CCITS s¡¡re
- Obtención de células competentes: Cultivos de E. coli CCI 18
sure en medio rico SOB / Tet fueron tratados modificando el método de
Hanahan, 1983. Las células fueron alicuoteadas en 200 Ml y guardadas a -
70<’C hasta su utilización.
- Transformación: Alícuotas de células competentes fueron
descongeladas, y transformadas con 3 Ml de la mezcla de ligamiento.
El método seguido fue el de Hanahan pero se añadieron 200u1 de medio
SOC para el crecimiemto de los posibles transformantes. La eficiencia de
transformación obtenida con este método fue de 1,2 x l0~ cels¡ Ml
- Selección de los recombinantes: Al utijizar pUC 18 y la
bacteria E. coli sure CC118 que complementa el operón de la f~- gactosidasa,
la selección se hizo por visualización del color blanco de las colonias
recombinantes y el azul de las colonias portadoras de plásmido sin inserto
en placas de LB/Amp/X-Gal/lIPTG. Este tipo de placas se realizaron según
Sambrook y col., 1989, añadiendo X-Gal y el IPTG en el momento de
utilizar las placas.
2. 19. OBTENCION DE LA SONDA.
La sonda empleada para detectar la presencia de 4-HBA
hidroxilasa fue el oligonucícótido diseñado a partir del estudio del
extremo N-terminal de la proteína purificada, utilizando los codones que
aparecen con mayor probabilidad en K. pnemoniae ( Wada y col.,1992). Este
oligonucleótido fue sintetizado por el Servicio Automático de [a lJ.C.M.
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2.20. HIBRIDACION
- Fijación del DNA a membrana: La transferencia del DN’A a
una membrana de nylon se realizó mediante la técnica del Southern Blot
si partíamos de geles de agarosa, y directamente de placas en el caso de la
búsqueda del clon a partir de la genoteca de DNA de K. pneunoniae MAO4.
La transferencia de colonias a membranas tuvo lugar según el método de
Grunstein y í-logness, 1975.
- Marcaje de la sonda: El oligo de 18 nucleótidos se marcó con
p..32P-ATP en el momento de la prehibridación con la polinuc]eótido
quinasa, siguiendo el protocolo de Promega. La sonda una vez marcada se
aplicó a una columna de Sephadex-50 equilibrada y lavada con TE. Se
comprobó la eficacia del marcaje con un contador Geiger.
- Hibridación: Se dejaron las membranas en 6 X SSC durante
5 mm. En la prehibridación se colocaron dos membranas por cada bolsa de
hibridación, conteniendo 20 ml de: 6 ix SSC, 5 X Solución Denhardt, 0,5 ¼
SDS y 500 M1 de ss DNA de salmón ( 5 mg/mí) y se mantuvieron 1 hora y
media en un baño con agitación a 650C. Una vez desnaturalizada la sonda
se retiró el líquido de la bolsa menos unos 5 ml y se añadió 250 sí de la
sonda marcada diluida en agua dejando hibridando toda la noche.
Se hicieron 2 lavados de 15 minutos cada uno con 2 ix SSC y 0.5 %
SDS a 650C con agitación. Se expuso a una película de Rayos X a -8mC y se
observaron los resultados a las 24 horas
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2.21. MUTAGENESIS MEDIANTE INSERCION DE TRANSPOSONES
Preparación del vector de transposición: se utilizó como
vector el plásmido pEMR 1, un drivado de] pBR322 que presenta
resistencia a Km ‘y A~ y lleva el transposón Tn 903. Este plásm do se digirió
con Sal 1 y se insertó el gen de la 4-HBA hidroxilasa de Acinetobacter
calcoaceticus. (Averhoff y col., 1992). Se transformó la cepa E.coli 5 17-1 con
este plásmido recombinante.
- Conjugación: Se utilizaron como cultivosE. coli 5 17-1 y
Acinetobacter calcoaceticus ADP-1 realizándose la conjugación siguiendo
el método de Miller (1972).
-Selección: Los mutantes 4-HBA- se seleccionaron en placas
de quinato! Km y en placas de 4-1-IBA/Km.
2. 22. TRANSEORMACION EN Acinetobacter calcoaceticus ADP-1
Acinetobacter spp. tienen la propiedad de recibir DNA exógeno de
forma natural sin necesisdad de hacer competentes a sus células. Un
cultivo de 5 ml de medio liquido con succinato de A. calcoaceticus 4-HBA-
se mantuvo 24 horas a 30”C. Posteriormente se añadió lOOpl de succinato 1
M incubándose el cultivo durante 30 mm. En este punto las células de A.
calcoaceticus 4-HBA- ya están preparadas para la transformación y se
sembró lOO Míen placas de 4-HBA/Ap/Km.
La fuente de DNA exógeno fueron las mezclas de ligamiento
obtenidas en la elaboración de la genoteca de K. pneumoniae MAO4
utilizándose varias dilucciones que se sembraron en las mismas placas de 4-
1-IBA/Ap/Km en forma de gota ( Neidle y Ornston, 1986). Las colonias que
crecieron llevaban en su genoma el gen de la 4-1-IBA hidroxilasa de 1<,





2. DETERMINACION DEL LAS CONDICIONES OPTIMAS DE CRECIMIENTO
- Crecimiento de K. pneumoniae M5al en 3-HBA.
Para determinar la concentración óptima de la fuente de carbono
(3-1-IBA) en el medio de cultivo se ensayaron varias concentraciones (Fig.
ib), valorándose el crecimiento bacteriano por medida de la densidad
óptica. Estas medidas fueron tomadas después de 12 horas de crecimiento a
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Figura 16 : Determinación de las concentraciones óptimas de crecimiento de 1<.
pneurnon¡ae M5A1 en 3-HBA y PC. p¡zeumo>ziae MAO4 en 4-HEA
Para que en los diferentes sustratos la adición de la fuente de
carbono sea equivalente cuantitativamente, se utilizó una cantidad en
milimoles/Jitro de medio de cultivo que multiplicada por el número de
átomos de la estructura del compuesto sea igual a 60. Así, en el caso de la
glucosa seda 10 mM, en el del glicerol 20 mM y en el del acetato 30 mM. En
10
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este cálculo hay que tener en cuenta que los compuestos aromáticos
presentan una mayor toxicidad que otros compuestos órganicos y, por
tanto, concentraciones demasiado elevadas pueden provocar una
inhibición del crecimiento. Los resultados obtenidosaparecen en la Fig. 16.
Una concentración de 6 mM fue la concentración óptima en cultivos de It
pneumoniae NiSal cultivada en 3-HBA.
Antes de iniciar el estudio de la ruta metabólica de un compuesto
aromático es necesario determinar la velocidad con que éste es capaz de
crecer en medio liquido. Para ello, se realizó [a correspondiente curva de
crecimiento de la cepa salvaje de K. pneurnoniae en 3-1-IBA (Fig. 17). El
tiempo de generación obtenido fue de 80 mm. y la fase estacionaria se
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Figura 17: Curva de crecimiento de PC. pneurnoniae MSal en 3- HBA (6 mM).
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-Crecimiento de K. pneumoniae MAO4 en 4-HBA
ha determinación de la concentración óptima de 4-HB.¾en cultivos
de K.pneuinon¡ae MAO4 se realizó de manera semejante a la
determinación de la concentración óptima de 3-HBA para la cepa salvaje
de esta cepa. Los resultados obtenidos ensayando diferentes
concentraciones se muestran en la Fig. 16. De manera similar a los
resultados obtenidos para K. pneutnoniae M5al cultivada en 3-HBA, una
concentración de 6 mM resultó ser la óptima, lo cual resulta lógico hasta
cierto punto debido a que el 4-HBA contiene idéntico número de carbonos
y una estructura similar que el 3-1-IBA.
En la Fig. 18 se muestra la curva correspondiente de K.
pneurnoniae MAO4 cultivada en 4-HBA. El tiempo de generación obtenido
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Figura 118: Curva de crecimiento de PC. pneutnoniae MAO4 en 4-E-IBA.
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3. DETERMINACION DE LA RUTA DEGRADATIVA DEL 3-HBA EN K. pneumoniae M5aI
Para determinar la ruta por la que el 3-HBA se metaboliza
utilizamos dos métodos:
-Directamente. Mediante aislamiento de los metabolitos, utilizando
sistemas de cromatografía de alta resolución ( HPLC, FPLC, Smart).
-Indirectamente. Midiendo las actividades enzimáticas que
corresponden a uno u otro tipo de transformación, ó midiendo los niveles
de oxidación.
- Determinación de actividades enzimáticas.
Las actividades enzimáticas fueron determinadas siguiendo los
ensayos descritos en el punto [1. 2.5. Se midieron todas las actividades
enzimáticas implicadas en la ruta degradativa del 3-HBA: 3-HEA, 6-
hidroxilasa, 1,2- gentisato dioxigenasa, maleil-piruvato isomerasa V
fumaril-piruvato hidrolasa. La presencia de las actividades 3-HBA
hidroxilasa y 2,5-DHBA dioxigenasa en extractos de K. pneunioniae MSal
nos hizo deducir La vía degradativa del 3-H13A a través de la ruta del
gentisato (Fig. 19).
De La ruta degradativa del 4-HBA sólo se midieron las dos enzimas
claves: 4-HBA, 3-hidroxilasa y 3,4 protocatecato dioxigenasa, con resultados
negativos. Cuando las células fueron cultivadas en medios nutritivos no
se encontró actividad en ninguna de las enzimas de las dos rutas, lo cual
sugiere que sean inducibles.
l)e todas las enzimas, nuestro interés se centró en el estudio de las
hidroxilasas por ser las primeras de las rutas de la ruta y por constituir
sistemas enzimáticos complejos tanto en lo que se refiere a su inducción























































































































































Fn la degradación del 3—1-IB A, tanto por EJ. puco mo¡íuz’ \13a1 CC) [U O
por el mutante \!A04, se detecta una actividad hidroxilasa, que parece ser
la responsable de la transformación del 3- [-IBA en 2,5-PUF \ (Tablas [1 y
\~ Por [anto~el mutante \1A04 conserva la capacidad de degradar 3-1-IBA.
Esta enzima denominada 3-1-IBA, 6-hidroxilasa inserta el grupo hidroxilo
en posicion ~I? U . En EJ. p!lt’itIiiOiI¡OC esta enzima utiliza como cotactores
\ \DH y \ \~i)PF-f con la misma eficacia (Tabla 111) y su ¿cfi vidad ¿LI monta
considerablemente en presencia de F.-\D.
Tabla [II: \ cliv ¡ dad es pecilica — (le la - Fi B -\ h íd rin 5 lasa de PC 5 :uu’ NI Sa ¡ y de la




\ADH \AI)FFI ‘Y \PH/E \P N.\DI’LI!E NF)
115±8 110±14 235±21 222±11
4-1-IBA hidroxilasa <1 112±23 <1 225±10
* Expresada en mUí/mg de proteína
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- [)eterminación de los niveles de oxidación.
los datos obtenidos en los experimentos de oxidación ratifican los
resultados encontrados mediante la determinación de actividades
enzimáticas. No se observa ninguna oxidación representativa en extractos
de células cultivadas en medios nutritivos. Utilizando extractos fre~cos dc
EJ ‘ní k ‘non tao \ [Sal cultivadas en 3-FIHA se observa que esta cepa es
capaz de oxidar el 3-1 IBA Tabla IV),






3-HEA 4-HES 2,5- DI1B
7\ 4 D¡W
Clv <1 <-1 <1 <1
\1A04 Clv <1 <1 <1 <1
NiSal 3-1-IBA 22±4 <-1 16±3 <1
N1A04 3-HBA 26±5 Kl 14±4 Kl
\1A04 4-FiBá <1 20±3 8±3 St)
* 1 os niveles de oxidación están expresados en omol C), consumido . mm mg prot -,
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El mismo extracto puede oxidar el 2,S-DF-H3A, pero no se ha
observado ninguna actividad utilizando 4-HBA y 3,4-DHBA como
sustratos. Estas observaciones sugieren íue la cepa salvaje de EJ.
pnúurnoumae cataboli.’a el 3-HB.\ vía gentisato y no puede mctabolízar el 4-
[IB \ por esta vía. L tilízando extractos de EJ. pucurnoníne \[ \04 cultivada
en 3-lIB \ se observan valores semejantes a los obtenidos para la cepa
salvaje de EJ bbs¡ella pnra inonlar.
4. DETER\IINACION [)E LA RUTA DEGRADATIV\ DEL 4-E-IBA en PC. j’,wu¡ncniae M.-\04
-Determínacion de actividades cnzimáticas.
~e determinaron todas las actividades enzimáticas
correspondientes a la ruta dearadativa del 3-E-IBA vía gentisato y tambien
b
la 4-1-IB \, 3-hidroxilasa y 3,4 protocatecato dioxigenasa de la ruta
degradativa del 4-ElBA. Los resultados obtenidos demuesran que la
degradación del 4-HBA tiene lugar vía ácido protocatéqu~co. va que los
valores de actividad de la 3,4-protocatecuato dioxigenasa fueron altos
(Tabla \). Se puede deducir, en principio, que la degradaciór dcl 3-1 lUX y
del 44 IBA en 1<, aren moniar son diferentes.
Las enzimas de la ruta del 4-H1-t\ tambien parecen inducibles, pero
se observa alguna excepción. Cuando se cultiva el mutante MAÚ4 en
medios ricos ó en glicerol hay una expresión significativa de la 4-~-fE- \ 3-
hidroxílasa que no alcanza los niveles que se obtienen cuando se crece esta
misma cepa en 4-1-IBA. Esto sugiere la posibilidad de que la mutación
afecte a un elemento regulador de la hidroxilasa que la haría expresarse
constitutivamente.
la actividad de la 4-1-IBA hidroxijasa detectada durante la
degradación del 4-F IBA en EJ. pnr¿trnonuw \LX04 parece ser la responsable
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de la transformación del 4-HBA en 3,4-DHBA, y que sólo es capaz de
utilizar NADPH como cofactor. Esta hidroxilasa, al igual que la 3-PIBA
hidroxilasa aumenta su actividad en presencia de FAD (Tabla IV), lo que
sugiere que sea una flavoproteina.
Aunque en los extractos de K. pneurnoniae MAO4 se detecta
actividad 2,S-DHBA dioxigenasa, los valores de la actividad de la 3,4
protocatecuato dioxigenasa son notablemente superiores. Este hecho lleva
a considerar al 3,4-DHBA como intermedario de la ruta degradativa del 4-
1-IBA. Hay que destacar que en esta ruta el 3,4 DE-IBA sufre la escisión del
anillo aromático entre los carbonos 3 y 4 mediante una rotura orto ó
intradiol por acción de la 3,4-DHBA dioxigenasa, formando el p-carboxi-
cis,cts muconato (Fig. 20).
Curiosamente, cuando se cultiva K. pneurnon¡ae MAO4 en 4-1-IBA
aparece la inducción de todas las enzimas de la ruta del gentisato, aunque
se detecten unos valores muy superiores de la 4-1-IBA hidroxilasa y
3,4- dioxigenasa. Este fenómeno de doble inducción ya ha sido descrito en
P. ncidovorans y P. testosteroni ( Wheelis y col., 1967; Harpel y col., 1990)
para el metabolismo de estos mismos compuestos (3- y 4-HBA) y parece
tratarse de simples inducciones gratuitas cuyo significado fisiológico se
desconoce.
-Determinación de los niveles de oxidación.
Cuando K. pneumoniae MAO4 se cultiva en 4-PIBA se detectan
ciertos valores de oxidación para el 3,4 y 2,5-DHBA (Tabla IV). Estos
resultados , aunque bajos, sugieren la posibilidad de oxidación de que los
dos sustratos dihidroxilados sean oxidados por KlebsieLla pneumon¡ae., y,
de hecho, las dos cepas de K. pneurnoniae pueden crecer tanto en 2,5-


























































































































































































































































































































5. INDUCCION ENZIMATIC \ Y CRECIMIENTO FN OTROS COMPUESTOS
A ROM STfCOS
La cepa salvaje de Klebsiella pneurnoniae es capaz de crecer en 2,5
dHBA, 3,4 Dl-IBA, 3 y 4- hidroxifenilacetato, ácido benzoico, ácido p-
hidroxirnandélico y p-aminobenzoico. La cepa mutante es capaz de crecer
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Cuando se cultiva la cepa salvaje de K. pneutnoniae en GlyI3,4
DHBA no se obtiene actividad de ninguna de las enzimas implicadas en la
ruta del 3-PIBA y sólamente se detecta la dioxigenasa correspondiente a la
ruta del 4-HBA, con un valor semejante al obtenido por la cepa mutante
ÉvLXO4 en este mismo medio de cultivo (Tabla II).
Si se utiliza como inductor el 2,5-DHBA en la cepa salvaje de K.
pneurnonhae se puede observar un valor similar al de la 2,5-DI-IBA
dioxigenasa cuando esta misma cepa se cultiva en 3-1-IBA. Pero el valor de
la 3-PIBA hidroxilasa es diferente cuando se cultiva K.pneurnonzae M5al
en Gly/3,4-DI-IBA. En este caso se encuentra un valor más bajo,
aproximadamente un 50~Y del que se obtiene cuando se metaboliza el 3-
1-IBA directamente (Tabla II). Este dato sugiere la posibilidad de que ambas
enzimas 2,5-DHBA dioxigenasa y 3-1-IBA hidroxilasa se encuentren
situadas en un mismo operón. En cultivos de K. pneurnoniae M5al en
Gly 1 2,5-DHBA no se detecté ninguna actividad enzimática relacionada
con la ruta del 4-1-IBA.
Cuando se cultiva el mutante MAO4 de K. pneu montar en Cly/2,5-
DHBA se observa un comportamiento similar al que presenta la cepa
salvaje. Este mutante en Cly/3,4-DHBA no expresa ninguna enzima de la
ruta del 3-1-IBA pero sí la 4-HBA hidroxilasa con una actividad bastante
menor que [a obtenida cuando se metaboliza directamente el 4-HBA. La
dioxigenasa, sin embargo se expresa con una actividad similar a la que se
obtiene en 4-HBA (Tabla y). Estos datos demuestran que la 4-HBA
hidroxilasa se expresa constitutivamente, y que esta enzima y la 3,4-
DHBA dioxigenasa se encuentran localizados en operones distintos.
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6. C \RACTFRIZACION DEL TRANSPORTE DEL 4-1-IBA.
Con el fin de obtener información acerca de la naturaleza de la
mutación que permite a la cepa MIAO4 degradar el 4- 1-IBA, se estudió el
transporte de este compuesto a través de la membrana bacteriana.
- Inducción del sistema de transporte del 4-HBA y determinación de
los parámetros cinéticas del transporte.
Los experimentos de transporte se realizaron siguiendo el apartado
II. 2. 3. Se cultivó K. pneurnoniae N1A04 bajo condiciones aerobias en
glicerol y añadiendo el 4-1-IBA tres generaciones antes de centrifugar las
células. Para estudiar la inducción del transporte se emplearon también
otros sustratos de crecimiento tal y como indica la Tabla VI.
Tabla VI: Transporte de 4-HBA de PC. pneurnoniae MAO4 cultivada en distintos sustratos.
Sustrato de crecimiento
Transporte de 4-HBA




Glicerol + 4-HBA 17,0 100,0
Clicerol + 3-HBA 1,3 7,7
Glicerol + 3,4-DHBA 4,8 28,2
Glicerol + 2,5-DHBA 1,0 5,8
Glicerol + 4-HP.\ 1,5 8,8
Glicerol + 3-HPA 0,4 2,4
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Se observa que el 4-HBA induce el nivel más alto de transporte,
mientras que el análogo estructural, el 3,4 DI-IBA induce únicamente 28%.
Es hasta cierto punto sorprendente que el 3-PIBA sólo induzca un 7% al
igual que otros compuestos como el 3 y 4- HPA y glicerol que presentan
unos niveles bajos de inducción.
El transporte del 4-PIBA es un proceso saturable cuyos parámetros
cinéticos determinados a pH 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 y 8.0 están reflejados en la tabla
VII . Se puede observar que no existen diferencias considerables, aunque sí
un ligero incremento de la Kt y V max a pH 8.0.













La especificidad del sistema de transporte para el 4-HBA se realizó
determinando la proporción de ~C [4-PIBAI transportado, en presencia de
varios análogos estructurales del sustrato (Tabla VIII). Según los datos
obtenidos el inhibidor más potente del transporte del 4-PIBA fue el 3,4-
DHBA, con un efecto inhibidor superior al 60%, seguido del 4-HPA con un
34%, del 3-HBA con un 33% y del 3,4-DHPA con un 31%. Con los demás
sustratos la actividad de transporte se reducía entre el 8 y el 24%.
















(Son el objeto de obtener información acerca de la inhibición del 3,4-
DHBA sobre el transporte del 4-PIBA, se realizó un estudio más detallado
del mismo, calculándose los parámetros cinéticos de inhibición.
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Cuando se representaron los datos obtenidos según la
representación Linexveaver-Burk de 1/ [4-HBAJ frente a 1/v a cuatro
concentraciones de 3,4-DI-IBA ( 4, 8, 12 y 16 pM ) se obtuvieron una serie







Figura 23: Representación de dobles recíprocas en La inhibición del transporte del 4-HEA
por 3,4-DHBA. 14C 4-HBA fue el sustrato variable frente a las concentraciones de 3,4-
DHBA. (e) 4 uM; (c)8 uM; (u) 12pM; (A) 16 pM y(o) sin 3,4-DE-TEA. La pendiente de cada











01 -02 -03 04 05
Resultados ¡ 88
Cuando se representaron las pendientes de estas rectas frente a 1 ¡[3,4-
D1-IBA] se obtuvo una línea recta con una K! aparente de 26,3 ±4 gM. Este
valor es del mismo orden que K~ 4-1-IBA y refleja una alta sensibilidad del
sistema de transporte del 4-PIBA a la inhibición por 3,4- Dl-IBA.
-Efecto de los inhibidores del transporte y contenido de AIF
Se analizaron los efectos de varios inhibidores de la energía
necesaria para que se lleve a cabo el transporte y se midió el nivel de AFP
intracelular.








K (SN ( ImM) 72 68
Na F ( lmM ) 80 74
N3 Na (5 mNt) 65 38
Arseniato (1 OmM ) 76 31
2,4-dinitrofenol ( 2 mM ) 6 57
Gramicidina (100 mM ) 0 85
Carbonil cianido-m-cloro
fenil hidrazona (lO pM ) 9 61
Diciclohexil carbodiimida ( 5 pM ) 95 68
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Como indica la tabla IX, el fluoruro sódico y el cianuro potásico
reducen ligeramente la actividad del transporte y el contenido en ATP,
mientras que la azida sódica (N3 Na) y el arseniato afectan mayormente al
nivel de ATP reduciéndolo en un 60%.
También se ensayaron desacoplantes del transporte como 2,4
dinitrofenol, gramicidina y carbonilcianido clorofenilhidrazona (CC’CP),
los cuales disipan la fuerza protomotriz, y se comprobó que reducían la
actividad transportadora significativamente, mientras que el valor de ATP
se reducía menos de un 50%. Estos resultados sugieren que el proceso de
transporte puede producirse en ausencia de la hidrólisis de ATP. Este
hecho se puede confirmar por la acción del diclohexil carbodiimida
(D(i(iU), un inhibidor de la hidrólisis de ATT que no afecta en absoluto al
transporte aunque disminuye la síntesis de ATP . Por tanto, se puede
deducir que el transporte es activo y que es la fuerza protornotriz la que
genera la energía necesaria para que se realice.
-Efecto del choque ósmótico en el transporte
Las células de EJ. pneumoniae MAO4 se trataron como se indicó en
el apartado 11.2.3. Las células sometidas a choque ósmótico se compararon
con las no tratadas. Los datos obtenidos indican que la pérdida de actividad
del transporte en células tratadas sólo fue de un 5% después de 5 mm. de
tratamiento. Este hecho sugiere que el tipo de transporte es resistente al
choque osmótico y que, por tanto, la acción de incorporación del 4-PIBA al
interior de la célula debe tener lugar a través de una permeasa.
Resultados ¡ 90
-Efecto de ¡onóforos
Los resultados del tratamiento con valinomicina y nigericina
vienen reflejados en la fig. 24. Se ensayó el efecto de la valinomicina que
anula el potencial de membrana en presencia de iones K~-, observándose
que el transporte era inhibido entre los pH 5 y 8. Sin embargo, cuando se
utilizó nigericina, que bloquea el gradiente de pH, el transporte no se vió
afectado. Estos resultados confirman que el transporte del 4-1-IBA está






















Figura 24: Efecto de la nígericina y valinomicina en el transporte del 4-1-IBA por
PCIcbsírlba pucuinonuze NIAO4 a diferentes pH. (A) En ausencia de íonóforo; (A) en presencia
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7. PURIFICACION A HOMOGENEIDAD DE LA 4HBA 3- HIDROXILASA
La 4-1-IBA 3-hidroxilasa se purificó a partir de extractos celulares de
K. pneurnon¡ae MAO4 cultivada en 4-HBA. El método de purificación
utilizado se esquematiza en la Fig. 13 del punto II. 2.8 y los resultados
obtenidos se resumen en la tabla X. El extracto celular se pasó por una
columna de Blue Sepharose y la actividad 4-HI3A hidroxilasa se obtuvo en
las fracciones 8, 9 y 10 eluvendo a un 50% de concentración 0.2 Xl de KG.
Estas fracciones, de 1 ml cada una, se inyectaron nuevamente en una
columna de Superose 12, donde la enzima eluyó en las fracciones 13, 14 y
15.
Las fracciones 13 y 15 se inyectaron nuevamente en una columna
de Mono Q y la actividad 4 HBA hidroxilasa se detectó en las fracciones 21
y 22, obtenidas cuando la concentración de KG era de 0.13 Ni. Se
mezclaron estas fracciones y se dializaron durante 12 horas frente a
tampón Tris 20 mM pH 8.2 . Posteriormente, la solución enzimática se
volvió a inyectar a una columna de Mono Q, obteniéndose la enzima
pura eluyendo en las fracciones 25 y 26 a una concentración 0.23 Nl de
KCI. El perfil de elución de esta última columna aparece en la figura 25.
-Determinación de la pureza por métodos electroforéticos.
Se realizaron electroforesis en geles nativos y de SDS como se
mencionó en el punto II. 2.9. Mediante tinción con nitrato de plata ó con
azul de (Soomasie se determinó la pureza por visualización de una única
banda en el gel de poliacrilamida (Figura 26).
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-Determinación del peso molecular
El peso molecular de la proteína pura determinado por
cromatografía en gel de filtración , resultó 80.000±10.000.El peso molecular
de las subunidades se determinó por electroforesis en geles de SDS
comerciales utilizando un aparato Phast System de Pharmacia. Se observó
que la proteína está formada por dos subunidades idénticas de 40.000±2.000
(Fig. 27)
-Determinación del punto isoeléctrico.
El punto isoeléctrico de la proteina pura determinado en geles
comerciales usando el Phast System, resultó de 4,6±0,1(Fig. 28)
-Análisis de la composición de aminoácidos.
1 ,a composición de aminoácidos analizada como se citó en el punto
11.2.10., proporcionó el resultado que se indica en la tabla XI. Se han
comparado la composición aminoacídica de la 4-HBA hidroxilasa de K.
pneumoniae con la de las enzimas homólogas de Pseudornonas
fluoresccns (Hofgsteen y col., 1983) y a4cinetobucter calcoaceticus






























































































































Figura 25: Perfil de elución de la 4-HBA 3-hidroxilasa (0) obtenido por cromatografía de
intercambio jónico, utilizando una columna Mono Q del sistema EFLC. La enzima eluyó a una









Tabla Xl: (i7omposición de aminoácidos de la 4-HBA hidroxilasa de PC. p¡ie¡¡nzo¡uae









30 7,4 36 9.1 38 10,5
Arginina 16 3,9 38 9,6 12 33
Asparragina 9 2,2 4 1.0 -— —
Acido aspártico 21 5.1 19 4.8 42 11,6
Cisteina 7 1.7 5 1,2 6 1.6
Glutaniina 24 5,9 15 3.8 —
Acido glutámico 32 7.9 34 8.6 24 6.6
Glicina 30 7.4 34 8.6 32 8,8
1-li stidina II 2.7 9 2.2 9 2.5
Isoleucina 23 5.6 18 4,5 17 4.7
Leucina 39 9.6 ‘46 11.6 23 63
Lisina 23 5,6 12 3,0 27 7.4
Metionina 6 1.4 6 1.5 8 2.2
Fenilalanina 16 3.9 12 3.0 12 3,3
Prolina 15 3,7 17 4,3 18 4.9
Serma 30 7,4 19 4.8 16 4.4
Treonina 21 5,1 20 5.0 35 9.6
Triptótano 6 1,4 5 1.2 — —
firosina LS 4,4 ¡7 43 7 1.9
Valina 27 6,6 28 7.1 36 9,9
-Secuencíación del extremo aminoterminal
Se secuenciaron los 21 aminoácidos del extremo amino terminal
de la forma que se menciona en el punto II. 2.10. La secuencia es la que
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Figura 29: Secuencia del extremo amino-terminal de la 4-HBA hidroxilasa en tres
especies bacterianas. Los aminoácidos que se resaltan son los conservados en PC. pucu¡nmz¡at’
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8. PL~R1FíCACíON A I-IOMOGENE[DAD DE LA 3-HBA 6-l--{IDROXIL,ASA
La 3-1-IBA 6-hidroxilasa se purificó a partir de extractos celulares de
K. pneurnoi-Óae cultivada en 3 1-IBA, según el método descrito en el
punto JI. 2.8 ( Fig. 14). Los resultados obtenidos se resumen en la tabla XII.
111 extracto celular se invectó en un columna de Mono Q,
detectándose una actividad 1,2 dioxigenasa en la fracción 10 eluida a una
concentración 0.30 Nl de KO. Esta actividad dioxigenasa, que enmascaraba
la actividad de la 3-HBA hidroxilasa, fue inhibida por la adición de EPTA
50 mM.
Para eliminar el contenido en KCI se pasó la fracción lO por un
pequeña columna de Sephadex G-25. Posteriormente, la solución de
proteínas se cargó en la misma columna de Mono Q pero con un gradiente
mucho más lento, obteniéndose 5 picos de proteína mayoritarios de los
cuales uno correspondía con la actividad 3-PIBA hidroxilasa. En el tubo 22
se obtuvo Ja proteína pura y en el 21 se detectó un elevado grado de
pureza. El contenido de este último tubo se pasó por una columna de gel-
filtración para eliminar las pequeñas contaminaciones. El perfil de elución
de esta columna se muestra en la figura 30.
-Determinación de la pureza por métodos electroforéticos.
La obtención de la proteína pura se comprobó por electroforesis en
geles de poliacrilamida nativos y de SUS teñidos con nitrato de plata. Se
puede observar que en la fig. 31 aparece una sola banda que resultó ser de
menor tamaño que la 4-PIBA, 3-hidroxilasa.
Resultados ¡ 100
-Determinación del peso molecular
El peso molecular se determiné por cromatografía de filtración en
Svstem.gel, y electroforesis en geles de SDS utilizando el Phast según se
deduce por interpolación de la recta de calibración, esta enzima parece estar








Figura 30: Perfil de elución de la 3-1-IBA, 6-hidroxilasa obtenido por cromatografía de





















































-Determinación del punto isoeléctrico.
El punto isoeléctnco de la 3-HBA, 6-hidroxilasa se obtuvo mediante
la técnica de isoelectroenfoque utilizando el Phast System.
obtenido fue dc 5,06±0,004(Fig. 33).
-Análisis de la composición de aminoácidos
tos aminoácidos de la 3-1-IBA hidroxilasa fueron analizados en un
analizador automático Beekinan modelo 1203 equipado con una columna
rellena de resma N4 70 (Beekman). FI resultado obtenido se indica en la
tabla XIII.









































(Tomo resumen de las investigaciones realizadas en torno a las
propiedades físicas de las hidroxilasas implicadas en la degradación de los
ácidos 3- y 4- hidroxibenzoico, se han comparado los resultados obtenidos
con los existentes en la bibliografía consultada.
La 4-HBA 3-hidroxilasa de K. pneumor¿iae se ha comparado con las
aisladas de Pseudomonas fluorescens, P. aeruginosa y AciMetobucter
calcoaceticus ( Tabla XIV). Las 4-HBA hidroxilasa de 1’. putida (Hosokawa y
col. 1966) y P. desrnolytica ( Yano y col., 1969) no se han incluido por tener
sólo constancia de su peso molecular que es 83.600 y 68.000 da
respectivamente. En estas dos especies bacterianas, como en todas las 4-
E-IBA hidroxilasa descritas, el cofactor utilizado es NADPH.
En cuanto a la 3-1-IBA
hasta el momento solamente
estructura de esta enzima
M¡crococcus sp. ( Tabla XV).
6-hidroxilasa, está muy poco estudiada x’
se ha determinado el peso molecular y la
en Pseudomonas acrugínosa, P. repacía Y
Tabla XIV: Propiedades físicas de la 4-HBA 3-hidroxilasa
P. aeruginnsa (1)
Holoenzima (M<> 85.000
P. cepacia (2> .tlicrococcus ~p.(3) K. pneumoniae
44.000 70.000 42.000
Estructura a a a a
Residuos de aminoácidos - 325
Cofactor NAD(P)H NAD(P)H NAD(P)H NAD(P)H
Punto isoeléctnco 5
(1) Howell y col., 1972; Wierenga y col., 1982; F{ofsteen y col., 1983
(2) Entsch y col., 1989
(3) Fernández y col., 1993
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Tabla XV: Propiedades físicas de la 3-HBA 6-hidroxilasa
P. fluorescens (II
Holoenzinn 88.000- 90.000
E’. aeruginosa <2> A. calcoacericus <3) K. pneunwnict
90. 000 90000 80.000
Subun¡chd(M~) 44. 299 45.000 45.000 40.000
Estructura a2 a2 a2
Residucs de aminoácidos 394 394 404 362
Cofactor NADPH/FAD NADPH]FAD NADP¶-{/FAD NADPHWAD
Punto i~eMctñco 5,8 4,6
(1) Croseclose y col., 1973
(2> Yu y col., 1987; Wang y col., 1987
(3> Rajasekharan y col., 1990
9. CARACIERIZAGION ENZIMATICA DE LA 4- HBA 3-HIDROXILASA Y DE LA 3-HBA
6-HIDROXILASA.
Caracterizar enzimas del tipo de las hidroxilasas resulta muy
complicado debido a que pierden su actividad al cabo de 24 horas, y los
procesos de purificación deben realizarse en este tiempo. A pesar de ello
hemos conseguido purificar estas dos enzimas a homogeneidad, aunque
los ensayos cinéticos tuvieron que realizarse con extractos parcialmente
purificados. De esta forma se estudiaron las propiedades térmicas,
influencia del pH y la estabilidad de las dos hidroxilasas.
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-Estabilidad enzimática.














Figura 34: Efecto de algunos agentes estabilizarites sobre la actividad 3-HBA, ñ-
h¡droxilasa. (Q> EDTA lmM, Dfl 0,1 mM, FADO,1 mM. (e) EDTA lmM,írrnercaptoetanol2















Figura 35: Efecto de algunos agentes estabilizantes sobre la actividad 4-1-IBA, 3-
bidroxilasa. ~ EDTA 1 mM, D1’T 0,1 mM, FAD 0,1 mM. (@) EDTA 1 mM, ~S-mercaptoetanol 2
0 24 48 72
0 24 48 72
mM. (A) Glicerol 10%, PMSF 1 mM.
Resultados /109
Ambas hidroxilasas fueron más estables en una solución de glicerol
al 10% y PMSF 1 mM. Con estas sustancias estabilizantes se pudo mantener
la actividad de la 3-PIBA hidroxilasa 72 horas con una pérdida del 75% de
actividad mientras que en las mismas condiciones la 4-HBA hidroxilasa
perdía un 90% dc actividad. Fn el estudio de estas enzimas con estas
enzimas los experimentos se realizaron en el mismo día ó a las 24 horas de
haber preparado el extracto.
-Estabilidad térmica
La estabilidad de las enzimas se determinó dependiendo del tiempo
















avtividad de la 3-1-IBA, 6-hidroxilasa.












Figura 37: Efecto de la temperatura sobre la actividad de la 4-l’-IBA, 3-hidroxilasa.
(n)35<~C (e)4fTC (O)450C
Tanto la 3-HBA hidroxilasa como la 4-PIBA hidroxilasa resultaron
ser inestables térmicamente. Dentro de esta característica la 3-PIBA 6-
hidroxilasa resulté un poco más estable que la 4-HEA 3-hidroxilasa y a
400C, la primera mantiene el 40% de actividad durante al menos 25
minutos, mientras que la segunda en el mismo tiempo ya no presenta
ningún tipo de actividad.
-Influencia del pH
Los estudios sobre la actividad de las enzimas se realizaron en los
tampones indicados en la figura 38 y 39. El tampón Tris-HCI 1 Xi inhibía
completamente las actividades de ambas enzimas.

















Figura 38: Efecto del pH sobre la actividad de la 3-HBA, 6-hidroxilasa
(O> Tris-maleato 50 mM ; (@) Fosfato potásico 50 mM ; (O) Tris-HCI 50 mM ; (U) 1-tepes 50 mm
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Figura 39: Efecto del pH sobre la actividad de la 4-HEA, 3-hidroxilasa
(O) Tris-maleato 50 mM; (@> Fosfato potásico 50 mM ; (O) Tris-HO 50 mM ; (U) 1-lepes 50 mm
(A> Glicina-NaOl-l 50 mM
¡ u • ¡ ¡
6 7 8 9 10
6
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-Influencia de la temperatura
La temperatura óptima de reacción fue determinada según indica la














Figura 40: Estabilidad térmica de la 4-HBA, 3-hidroxilasa y 3-HBA, 6-hidroxilasa
10. DETERMINACION DE LOS PARAMETROS CINETICOS
- 3-HIDROXIBENZOATQ 6-1-IIDROXILASA
La cepa salvaje de K. pneurnoniae y el mutante MAO4 se
cultivaron en 3-HBA. Los estudios cinéticos sobre la 3-HBA 6-hidroxilasa
se llevaron a cabo con la enzima parcialmente purificada en tampón
fosfato potásico pH 8. La enzima presentó una cinética hiperbólica cuando
NADH ó NADPH eran los sustratos variables en presencia de una
concentración saturante de 2mM de 3-HBA. De Las representaciones de
ordenadas en el origen frente a 1/ [NADH] y 1! [NADPH] ( Fig 41 A) se
obtuvieron los valores para la Km aparente de ambos cofactores que resultó





Cuando el 3-HBA fue el sustrato variable en presencia de una
concentración fija de 160 pM de NADH 6 NADPH, la enzima presentó
cinéticas sigmoidales. Representando los valores de 1/ y frente a 1/ [3-
HBAJ, se obtuvieron lineas curvas, cóncavas con respecto al eje de
ordenadas, que indicaban la exstencia de efectos homotrópicos positivos en
la unión del 3-PIBA a la enzima (Fig 41 B ), con valores de 5o.s de 400 <iNI
en presencia de NADPH y de 500 pM con NAPH. La representación de Hill
para las concentraciones intermedias de 3-HEA ( Ng, 41 C) proporcionaron
una línea recta, con un valor del coeficiente de Hill de 2.7 para el NADPH
y 2.4 para el NADH. Estos valores indican la presencia de, al menos, dos
sitios de unión de la enzima para el 3-HBA y para el NA[)(P)H, y una
cooperatividad positiva.
Los parámetros cinéticos de la 3-HBA, 6-hidroxilasa vienen
resumidos en la tabla XVI.
• 4 [IBA 3-HIDROXILASA
(ion extractos parcialmente purificados de 1<. pneumoniae MAO4
cultivada en 4 HBA se detectó una actividad 4 HBA hidroxilasa que
transformaba el 4 HBA en 3,4 hidroxibenxoico. Fsta hidroxilasa se
denominó 4 LIBA, 3-hidroxilasa y sólo emplea NALDPH como cofactor.
Los datos cinéticos se obtuvieron manteniendo la enzima en
tampón fosfato potásico pH 8. Cuando NIXDPH era el sustrato variable en
presencia de 2 y lOO mM de 4 1-IBA la enzima mostró un comportamiento
hiperbólico cuya representación de Lineaweaver-Burk viene reflejado por
una línea recta (Fig. 42 A) De esta representación de dobles inversas
obtuvimos un valor de la Km aparente de 30 uM para el NADPH.
Cuando el sustrato variable era el 4-HBA, la enzima también
mostraba un comportamiento que se alustaba a Ja cinética de N’lichaelis-
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Nienten, a valores fijos de NADPH de 160 pN4. A partir de los valores de
las ordenadas en el origen ( Fig. 42 B) x’ de las pendientes, obtenidos en las
representaciones de dobles inversas frente a 1/4-HBA se determinó el
valor de K~ que resultó ser de 80 pM. Otros parámetros cinéticos como la
velocidad máxima y los coeficientes de Hill también se muestran en la
tabla XVI.
















hidro\ilasa (20-120) 160 - 165 .500 2,70
3-HBA Y \DPH
(~O-l20) 160 - 110 400 2,40
\ÁDI-I 3-E-IBA
(5-300) 2000 70 95 - O <i3
Y \DPH 3-1-IBA
(3—243) 2(100 70 1 45 — 0,90
4-1-IBA 4-HBA 4-RDA NADPH
bidroxilasa (13-120) 160 30 210 - 0,90
\ADPH 4-RDA
(4-200) 2000 80 2~3 - 093




































Figura 41: Cinética de la reacción catalizada por la 3-1-IBA, 6-hidroxilasa.
A. Representación de dobles inversas, a concentración fija de 3-1-IBA 2 mM
8. Representación de dobles inversas, a concentraciones fija de NADH ó NADH de
16% Nl
C.Representación de Hill a concentraciones intermedias de 3-HBA ( 20-120 ~M)
004 ‘Ola 0 ‘6 0 22


























Figura 42: Cinética de la reacción catalizada por la 4-HBA, 3-hidroxílasa.
A. Representación de Lineaweaver-Burk, dobles inversas, a concentraciones fijas de
4-ElBA: (U) 2 mM; (@> 100 mM.



















\ADPHj de 160 uM.
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¡1. MECANISMO GATA LIT¡GO DE LA 4-4-IBA 3-F-IJDROXILASA
Para conocer el mecanismo de la reacción catalizada por la 4-1-IBA
hidroxilasa se representaron los valores inversos de la velocidad inicial
(1/V) frente a concentraciones variables de 4-HBA expresadas como 1/14-
JIBA]. Manteniendo fija la concentración de ~2 a 0.4 mM se obtuvieron
cuatro líneas rectas para las concentraciones de NADPH utilizadas (20, 40,
60 y 120 pM) que convergían en en punto (Fig 43 A). Expresando las
pendientes de estas rectas en función de los inversos de su concentración,
los puntos obtenidos se alinean formando una recta (Fig 43 B>. Este mismo
hecho ocurre al representar tos puntos de corte con el eje de las Y de Las
rectas obtenidas en la representación de dobles recíprocas frente a
1/ [NADPHJ (Fig. 43 C).
Por otro lado, se realizó la representación de Ilneaweaver-Burk de
1/V frente a 1/[4-l-IiBA] manteniendo fija la concentración de NADPH a
100pM y variando la concentración de 02• En este caso se obtuvieron
cuatro líneas rectas paralelas para las cuatro concentraciones de 02
utilizadas (0.05, 0.1, 0.2 y 0.4 mM) (Fig. 44 A). Los puntos de intersección
con el eje de las Y de estas rectas al expresarse en función de 1/ [02] forman
un recta (Fig. 44 B).
De las pendientes de las rectas mencionadas y de las ordenadas en el
origen de las gráficas representadas es posible calcular los coeficientees
cinéticos de la ecuación de los tres sustratos. Los parámetros sobre la
velocidad inicial resultan pertenecientes a un mecanismo llamado de
“sustitución concertada tipo II b”. este mecanismo es similar al encontrado
en las enzimas homólogas de P. fluorescens ( Husain y Massey, 1979) y 2.
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Figura 43: Representación del mecanismo cinético de
a 4”C en tampón fosfato potásico y a pH 8.
A. Dobles recíprocas de VV frente a 1/14-HBAI aOl mM deO> y a concentraciones
variables de NADP!-I: <u> 20 qM; <0>40 pM; <e> 60 qN1 y <0>120 qM.
8. Representación de las pendientes en función del inverso de la concentración de
NADPH
C. Representación de las ordenadas en el origen en función del inverso de la
concentración de NADPH.
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hidroxilasa de *0.Figura 44: Representación del mecanismo c#nético de la 4-HBA
~ a WC en tampón fosfato potásico y a pHS.
A. Dobles recíprocas de 11V frente a 1/ [4-1-IBM a 100 pM de NADPH y a
concentraciones variables de U>,: (u> 0,05 mM; (o) 0,1 mM; <e) 0,2 mM y (O)
0,4 mM.
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Tabla XVII: Valores experimentales de los coeficientes cinéticos de la reacción catalizada










4-IHB~\ 4.0. 10-8\lmin 4-1-IB \ 2 6.10 ~N1 7.1. 10-5 Nl
&‘ADPH 3.9. lO-SM mm NADPH 2.5 105 \l 5.5. lO5N1
5.8. lO-~N1 mm ~2 3,~ 1 0--’ Nl
HB~ NsIww 1,42. 10-12 Nlmm
II @Á= 645 mm-1
Los parámetros de la ecuación han sido calculados de las pendientes
x’ de las ordenadas en el origen de las gráficas de dobles recíprocas de las
velocidad inicial descrita por Dalziel (1969) para reacciones con tres
sustratos.




++ [NADPH] [oz] @4-HBANADPH+
[4-HBA.NADPH]
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12. DETERMINACION DE TIROSINA EN LA 4-1-IBA 3-HIDROXILASA
La determinaciónde los posibles restos aminoácidicos que forman
parte del centro activo de la 4-HBA hidroxilasa se realizó mediante
estudios de modificación química de esta enzima por dietilpirocarbonato
(apartado II. 2. 13.). FI DPC es un reactivo muy usado para la modificación
selectiva de residuos de aminoácidos protonados. Fstá demostrado que el
DPC puede reaccionar con residuos de histidina, cisteina, Usina y tirosina
en las proteínas ( Wilson y col., 197~ ).
Se observó que la incubación de la 4-1-IBA hidroxilasa parcialmente
purificada con DIN? reducía la actividad enzimática en función










Figura 45: Cinética de la inhibición de la 4-HB.A hidroxilasa por dietilpirocarbonato.
A. Determinación de las constantes de inactivación de la reacción de pseudo-primer
orden. Las mezclas de inact¡vación contenían 4-HBA hidroxilasa ( 5OuNl) con varias
concentraciones de DPC a pH 8: (0)0 mM; O15 mM; (A) 30 mM; (A> 60 mM; (0)90 mM; (U>
¡20 mM ve) 150 mM.
B. Representación de las pendientes de las rectas de la figura A. <kóbJ en función de
la concentración de PUYE.
10 20 30 40
Pcnexiú dc i ncubac¡ón (minutos)
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La actividad residual expresada en ln (A/A<,) se representó frente al
tiempo, donde A1) es la actividad sin inhibidor y A es la actividad en
presencia de DPC ( Fig. 45 A). Las pendientes de las rectas obtenidas en la
representación de dobles recíprocas se expresaron en función de la
concentración de DPC resultando una línea recta (Fig. 45 B). La pendiente
de esta última recta es 17,2 mm-
1 M1 y este valor es la constante de
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Figura 46: Dependencia del pH en la inactivación por dietilpirocarbonato. La 4-HBA
hidroxilasa (¡5pM) fue incubada con 30 mM de DPC a pH entre 7,5 y 10.
A. Las constantes de pseudo primer orden se representaron en función del ph1. La
línea curva representa la curva teórica de la ecuación k
0b~. 1 Hj = ka, k<~b~.
B. Las constantes de pseudo primer orden se representan en la figura empleando
dicha ecuación.
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También estudiamos la dependencia del pu en la inhibición por
DIN?. Para ello, se añadió una concentración fija de DPC a la enzima
variando el pH del tampón de reacción utilizado. Las medidas de las
actividades se realizaron en tampón Glicina-NaQil a pI-I 7,5, 8, 8.5, 9, 9.5 y
10 representándose la actividad residual (In Al Ao) frente al tiempo de
incubación.
lEn este caso, la representación de las pendientes de las rectas
obtenidas se representaron en función del pH, obteniéndose una curva
(Fig. 46 A). Si despreciamos los puntos más bajos de la curva que menos se
ajustan al modelo teórico y representamos las pendientes de las rectas
frente al valor de la pendiente por la concentración de protones,
obtenemos un línea recta ( Fig. 46 B). Fí logaritmo de la pendiente de esta
última recta es 9,25 que resulta ser un valor próximo al del pK~ del
aminoácido que se localice en el centro catalítico de la proteína.
La tirosina tiene un pK~ de 10,1, no obstante se puede sugerir que
éste es el residuo catalíticamente esencial en la 4-HBA hidroxilasa, ya que
el valor aparente del Pb determinado experimentalmente esta próximo a
este valor.
13. HIBRIDAGION DE LA 4-HBA HIDROXILASA
Los experimentos de hibridación se realizaron con un doble
objetivo: comprobar si la cepa salvaje de K. pneuinoniae posee el gen
estructural de la 4-HBA hidroxilasa y estudiar si existe una homología
entre los genes (pobA) que codifican esta enzima en K.pneurnonwe MAO4
vAcinetobacter culcoaceticus. Para ambos casos el método de fijación del
DNA a membranas de nylon empleado fue el descrito en el apartado II.
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lEn el estudio de la existencia del gen estructural de la 4-1 IBA
hidroxilasa en K. pneu¡noniae M5al, se diseño un oligonucleótido de
acuerdo con e] uso de codones más frecuente de K.pueumoniae ( Wada y
col., 1992) a partir de la secuencia del extremo NH2-terminal della proteína
(Fig. 47).
Val Gly Ile Asn Gly Phe Glv Ala Ile Ely
¿ CTC CCC ATC AAC CCC TTT CCC CCC ATC CG *
3-
C G T T G E? G G T
II T A T T T A
LX A A A A
Figura 47: Oligonucleétido utilizado * en los procesos de hidridación siguiendo el uso de
codones más probables que utiliza K. pneunioniae a partir de una región conservada del
extremo NH-terminal de la 4-RDA hidroxilasa.
Este oligonucleátido de 29 bases se marcó radiactivamente con
ATP en el momento de hacer la hibridación. Los filtros de nylon con el
DNA fijado de K. pneutnoniae M5al y MAO4 y Ecolí sure CC 118 se
pusieron en contacto con la sonda radiactiva durante 30’a 65”C.
Los resultados de las exposiciones durante 24 horas de dos ensayos
efectuados se muestra en la figura 48, observándose que mientras se
observa una clara hibridación en las dos cepas de 1<. pneurnoniae y se






Figura 48: Hibridación de las colonias de *0. p~zeumno¡íiat’ M5al (1), *0. ptw¡¿¡uoiuiae MAO4
(2) y E. <oh sure CCI 15 (3). A: Lavado 2 x Sa Rl en 2 x SSC y 1 \ 69V en 2 \ SSC. El tiempo
de exposición fue de 24 horas. B: Lavado Sx 650C en 2 x SSC y 1 x 65’C en 0,1 x SSC. El
tiempo de exposición fue de 24 horas,
Para estudiar la posible homología de las 4-HBA hidroxilasa de 1<.
pneurnoniae y Acinetobacter calcoaceticus, se utilizó como sonda el gen
estructural ( pobA) de la 4-HBA hidroxilasa de A. calcoaceticus obtenido a
partir del piásmido recombinante donde se encuentra donada (Averhorf,
1992). Para ello se cortó el plásmido pZR 4053 de 4,9 Kb con las enzimas
FcoRI y Xho 1 obteniéndose dos fragmentos de 1,6 y 3,3 Kb ( Fig. 49). El
fragmento de 1,6 Kb era el que contenía el gen estructural de la 4-1-IBA
hidroxilasa, por lo tanto se extrajo de un gel de agarosa con un







Figura 50: Hibridación de las colonias de *0. pneun¡ou¡ae NASal (1), &. j’~¡euinw:¡¡ae \1A04
<2) y E. col; sure CCI 18 transformada con pZR 4053(3). A: Lavado 2 x Ña RT en 2 x 35(2v 4a
65(2 en 2 x 55(2. El tiempo de exposición fue de 24 horas. 8: Lavado 2 x ISa 650(2 en 2 x 35(2
y ¾hS0C en Ql x SSC. El tiempo de exposición fue de 2horas.
14. OBTEN(2ION DE LINA GENOTECA DE *0. pucumomune.
Con el fin de analizar qué enzima de restricción era más idónea para
su utilización en la digestión del DNA de It. pneurnoniae empleado para
realizar la genoteca, realizamos un Southern (apartado II. 2. 16) con DNA
aislados de K. pneumoniae N45a1, It. pnernoniae N’1A04 y E. cali sure (iClIS
(Fig. 51) y digeridos con diferentes enzimas de restricción. El Southern se
realizó a partir de un gel de agarosa ( Fig. 52) donde E. cok sure (iClIS se
utilizó como control negativo de la hibridación. La sonda utilizada fue la
diseñada a partir del extremo NH-terminal de la 4-HBA hidroxilasa de It.
pneurnoniae NiAO4. Los resultados de la hibridación del gel de agarosa
transferido a nylon muestran una señal nítida en el DNA cortado con
EcoRI, tanto el K.pneu;noniae MAO4 como It. pneurnoniae M5al. En el
DNA de E. cali sure CCu18 no se observá ningún tipo de señal.
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Para realizar la genoteca de It. pncurnoniac MAO4 se eligió el
plásmido pUC 18 ( Yanisch-Perron y col., 1985). pUC 18 es un plásmido
multicopia que confiere resistencia a ampicilina y permite la donación de
los fragmentos de restricción en una gran variedad de sitios únicos de
restricción situados en la región del polilinker (Fig. 52). Dado el tamaño
que tiene este plásmido (2,7 Kb) se pueden donar fragmentos
relativamente grandes de DNA sin una pérdida significativa de la
eficiencia de transformación. Además, los plásmidos recombinantes del
pUC 18 pueden ser facilmente seleccionados en medios de cultivo sólidos





















Figura 53: Mapa físico x genético de pLC 18 donde se muestran con detalle las posibles
secuencias de reconocimiento de las diferentes enzimas de restricción que se pueden utilizar
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Figura 55: Estrategia de donación de fragmentos del DNA de *0. pneu;naniac MAO4.
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15. CLONAUON DE LA 4-HBA HIDROXILASA EN EL CROMOSOMA DE .A¿i,¡rIobaút<’r
ah orn ¿tu os
Para donar la 4-HiBA hidroxilasa y así obtener información acerca
de su secuencia de DNA se utilizó un mutante 4-HBA- de Actuetobacter
calcoaceticus obtenido mediante inserción del in 903 del plásmido pEN’IR
1 (apartado II. 2. 21.). Este mutante se transformó con las mezclas de
ligamiento obtenidas en el apartado anterior mediante el simple contacto
directo de Acinetobacter calcoaceticus 4-HBiX- y el DNA exógeno
constituido por plásmidos recombinantes de pUC 18 (ap. II. 2. 22.).
Como resultado de esta transformación se obtuvieron 7 colonias
que crecieron en las placas de selección utilizadas: 4-HBA!Ap/Km. El
análisis de plásmidos en estas colonias resultó negativo, por lo que se ha
pensado que el gen de la 4-UBA hidroxilasa se ha insertado en el
cromosoma de Acinetabacter calcoaceticus de una manera inespecífica, y




1. INDUCCION DE. LAS RUTAS DECRADATI VAS DEI. 3- y 4-HEA.
la versatilidad que presentan los microorganismos para degradar
diferentes sustratos tiene una importante función en el ciclo del carbono y
depende en gran medida de la acción de las oxigenasas y/ó
deshalogenasasque actúan en el inicio de las rutas catabólicas. La capacidad
degradativa de It. pnt’i¡rnoniae por compuestos aromáticos ha sido
escasamente investigada ( Martín y col.,1991; Jones y col., 1991) y ello nos
ha llevado a estudiar en este trabajo, por primera vez, la degradación del 3-
y 4-1 IBA en esta bacteria.
Cuando se cultiva It. pneurnvniac M5al en 3-HBA se inducen todas
las enzimas necesarias para su degradación, al igual que ocurre cuando se
cultiva esta misma cepa en Gly/2,5-DI-{BA. lEs decir, parece existir dos
inductores de la ruta del gentisato, el 3-1-IBA y el mismo 2,5-DI-IBA. En
Pseucloino nos cepucia el 3-HBA induce su ruta degradativa a través del
gentisato ‘0, sin embargo, no se detecta crecimiento en 2,5-DH13A, lo que ha
llevado a pensar que el 3-PIBA es el único inductor de la ruta ( Wang y col.,
1987). En It. pneurnon¡ae, el hecho de que el gentisato induzca la 3-PIBA
hidroxilasa podría hacernos considerar al gentisato como único inductor,
pero el valor de actividad superior de esta enzima en presencia de 3-1-IBA
hace sugerir que son dos los inductores de la ruta degradativa completa del
3-HBA ó bien que el 3-HBA es sólamente inductor de la 3-HBA hidroxilasa
y el 2,5-DHBA lo sería del resto de la ruta. En It. pneurnoniae MAO4
cultivada en 3-HBA, no hay ninguna variación sobre este modelo de
induccion.
Por otro lado, It. pneurnoniae M5al cultivada en Giy/3,4-DHBA
induce la ruta completa del ji-.cetoadipato, al igual que ocurre en
Acinetobacter calcaaceticus ó Alcaligenes entrophos (Stanier y Ornston,
1973). Sin embargo, en este caso no podemos analizar el papel inductor del
4-HBA, por la imposibilidad de esta bacteria de transportarlo y/ó
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metabolizarlo. En K. pncurnoniae NIAO4 se induce la ruta del ¡3 —
cetoadipato cuando se cultiva este mutante en 4-HBA ó en Cly/ 3,4-DI-IBA.
Por lo tanto, dos son tambien los inductores de esta ruta, el 4-1-IBA y el 3,4-
DHBA.
En It. pneurnaniae MAO4 cultivada en 4-HBA se inducen, además
de las enzimas correspondientes para su degradación, las enzimas de la
ruta del 3-HBA. Este es un hecho característico de inducción gratuita que
tambien aparece en otras enterobacterias como es el caso de Pseudornonas
testosteron¡ (Harpel y col., 1990>. En esta bacteria donde el 3-FIBA se
degrada a través del 3,4-DI-IBA, se inducen las tres enzimas de la ruta del
gentisato (gentisato dioxigenasa, maleilpiruvato isomerasa y
fumarilpiruvato hidrolasa) en unos niveles apreciables. El sentido
fisiológico de esta inducción no es conocido. Quizás el origen de estas
enzimas sean las que metabolizan el análogo estructural homogentisato, a
través del cual se degradan la tirosina ó la fenilalanina. Pero hoy en día
estas dos rutas están muy diferenciadas con sus enzimas específicas cada
una.
En este trabajo se demuestra la existencia de dos hidroxilasas
distintas inducidas diferencialmente por crecimiento de Itlebsiella
pneumanzae en 3-HBA 6 4-HBA. En Pseudornonas cepacia encontramos
tambien esta inducción diferencial para tres sustratos en una misma cepa.
El crecimiento de esta bacteria en 2-HBA induce una salicilato hidroxilasa,
el crecimiento en 3-HBA induce una 3-1-IBA 6-hidroxilasa y el crecimiento
en 4-HBA induce una 4-HBA 3-hidroxilasa (Wang y col., 1987).
Este hecho también ha sido descrito para otros compuestos con
grupos hidroxilo en posición (2-3 y (2-4, como es el caso del 3 y 4-TIPA. Se ha
sugerido la existencia de dos hidroxilasas inducidas diferencialmente para
el catabolismo del 3 y 4-HPA vía 2,5-DHPA en Flavobacteriun-¡ sp.. (van
den Txveel y col., 1988) y en Ktebsíella pneumaniae para estos mismos
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compuestos catabolizados a través del 3,4-DHPA ( Níartín y col., 1991). lEllo
contrasta con la idea sugerida por Cooper y Skinner (1980> en la que se
propone la existencia de un única hidroxilasa para el catabolismo del 3- y 4-
1 [PA en E. cali
Cuando se cultivan It. pne¡¿rnvniae N{5a1 6 MAO4 en 3-HBA como
única fuente de carbono y energía se induce la síntesis de una hidroxilasa
específica que sólo es capaz de catalizar la hidroxilación del 3-HBA. El
crecimiento de \1A04 en 4-HBA induce una hidroxilasa específica,
claramente diferente de la anterior, que sólo reconoce al 4-1 IBA como
sustrato. Estos datos contrastan con la inducción de hidroxilasas para el 3 y
4-1-IFA en It. pneutnoniae. En este caso el crecimiento de It. pneurnanzae
en 3-HPA induce la formación de la 3 y 4-hidroxilasas, mientras que el
crecimiento en 4-HPA induce solamente la 4-HPA hidroxilasa ( Gibello,
1992).
[L.nel caso del mutante MAO4 de It.pneurnaniae cultivado en 4-
[-IBA se induce una permeasa responsable de su introducción en el interior
de la célula, que no se expresa en la cepa salvaje. Las diferencias entre la
cepa N’15a1 y N’1A04 se encuentran en los procesos de transporte del 4-1-IBA
y su posterior hidroxilación. Por ello, fue importante estudiar el
mecanismo de transporte del 4-HBA en It. pneurnoniae MAO4, su
especificidad, su inducción y sobre todo, la fuerza conductora del mismo.
Otro hecho a tener en cuenta en la inducción de las rutas
degradativas no es sólo la especificidad de los sistemas de transporte, sino
tambien la especificidad de las hidroxilasas iniciales de ruta. En
Pseudomanas spp. la especificidad relajada de un sustrato es la que permite
la oxigenación de diferentes sustratos para formar los catecoles
correspondientes (Spain y Gibson, 1988). En Klebsiella pneurnoniae, la 4-
HPA hidroxilasa muestra una baja especificidad de sustrato que le permite
reconocer al 3- y 4-1-IPA, y quizás a otros compuestos monohidroxilados,
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como sustratos (Gibello, 1992). Esta característica es muy importante desde
el punto de vista evolutivo, ya que los microorganismos que posean
hidroxilasas con especificidad relajada podrían ampliar su capacidad
degradativa de ‘nuevos” compuestos que aparezcan en el entorno y
transformarlos en compuestos más facilmente metabolizables.
2. S¡STEMA DE TRANSPORTE DEL 4-1-IBA
LI análisis del sistema de transporte puede ayudarnos a conocer los
mecanismos que se producen en el paso de un compuesto aromático a
través de la membrana plasmática y su relación con los procesos de
inducción de las rutas degradativas.
En el estudio del transporte del 4-HBA se observa que éste es
fundamentalmente inducible por 4-HBA puesto que no se observa
actividad de transporte utilizando otras fuentes de carbono diferentes a
este compuesto. Los resultados obtenidos demuestran que el sistema de
transporte tiene una alta afinidad por e] 4-HBA con una K-¡-r 13±2pM y
una Vmax = 27,6±3nmol.min-1 a pH 7,0.
El sistema de transporte de K. pneurnoniae MAO4 cultivada en 4-
FIBA es altamente específico para el 4-HBA, con una clara inhibición de la
actividad transportadora por varios análogos estructurales, destacando
entre ellos el 3,4-DHBA como un potente inhibidor. Se puede sugerir que
el grupo hidroxilo en la posición C-4 y el carboxilo en la posición (2-1 del
núcleo bencénico son esenciales para el reconocimiento de este sistema de
transporte.
La especificidad de sustrato para el sistema de transporte del 4-1-IBA
junto con la especificidad de su inducción podría estar relacionada con la
síntesis de una hidroxilasa implicada en la transformación del 4-1-IBA en
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3,4-DHBA. Cuando K. pneumaniae MAO4 se cultiva en 4-1-IBA se induce la
síntesis de una hidroxilasa: la 4-1IBA 3-hidroxilasa que sólo reconoce el 4-
HBA como sustrato. La coordinación de la producción de ambos procesos,
transporte e hidroxilación demuestra que la bacteria desarrolla unos
mecanismos altamente específicos para utilizar los compuestos aromáticos
del medio externo.
Varios compuestos aromáticos pueden entrar en la célula por
difusión pasiva y el transporte depende tan solo del gradiente de
concentración y del pH. El hecho de que el sistema de transporte sea
sensible a varios inhibidores del metabolismo energético indican que el 4-
HBA es introducido en la célula por un mecanismo de tranporte activo
Booth, 1988) similar al de otros compuestos aromáticos en diferentes
bacterias como ácidos aromáticos en E. cali ( Brown, 1971; Whipp y col.,
1980; Pittard, 1987), mandelato en P. putida (Higgins y col, 1972) y en
Acinetobacter / Aioraxella ( Cook y Fewson, 1972 ) y 4-hidroxifenilacético
en It. pnez;rnaniae. ( Allende y col., 1992)
La reducción insignificante del transporte despues del choque
osmótico sugiere que el sistema de transporte del 4-HBA está ligado a
iones y que la energía es producida por un fuerza protomotriz
transmembrana.
Para determinar el papel de los dos componentes de la fuerza
protomotriz en el transporte del 4-HBA, se investigaron los efectos de la
nigericina y valinomicina entre los pH 5,5 y 8,0. La nigericina no ejerció
efecto sobre el transporte, por lo que se concluye que el L\pH no tiene
capacidad suficiente para conducir el proceso. Por el contrario, la
valinomicina inhibe el transporte del 4-HBA completamente a pH
alcalinos, lo que indica que este tranporte es un proceso electrogénico. Esto
sugiere que el mecanismo de transporte ocurre de manera similar al
transporte del 4-clorobenzoato en Carynefarrn bacteriurn (Groenegen y
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col., 1990) y de el transporte del benzoato en P. putida lo cuales se llevan a
cabo gracias al estado energético producido por el potencial de membrana
(Mp> ( Thayer x’ col., 1982).
[os experimentos de transporte realizados ponen de manifiesto que
la mutación que permite a It. pneurnoniae catabolizar el 4-HBA implica el
transporte del 4-PIBA dentro de la célula y que la cepa salvaje no lo
metaboliza porque no es capaz de transportarlo.
De los resultados se deduce la existencia de una permeasa de
especificidad relajada en células. Desde un punto de vista evolutivo, la
coordinación de los sistemas de transporte e inducción reportarían una
enorme ventaja a los microorganismos para degradar un amplio rango de
compuestos aromáticos y adaptarse a las condiciones ambientales. El
estudio del transporte y su relación con los mecanismos de inducción
enzimática es un tema de gran interés, cuya investigación nos puede
reportar, sin duda, unos datos muy útiles a la hora de proponer un
modelo de regulación de las rutas degradativas de compuestos aromáticos.
3. IfIDROXILASAS IMP[.ICADAS EN LA DEGRADACION DEL 3-Y 4-HBA.
La dihidroxilación del anillo aromático es un requisito esencial para
la posterior escisión del mismo y la conversión de los compuestos
resultantes en intermediarios de las rutas centrales del metabolismo. Por
esta razón, las hidroxilasas bacterianas juegan un papel vital en la
iniciación de la degradación de una amplia variedad de compuestos
aromáticos (Spain y Gibson, 1988; Harayama y ,1992).
Aunque existe un gran variedad de compuestos aromáticos que
pueden ser metabolizados por bacterias, sólo se han aislado y estudiado un
número reducido de hidroxilasas, casi todas con un mecanismo de
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hidroxilación en posición orto. Entre ellas se pueden destacar la salicilato
hidroxilasa ( White-Stevens y Kamin, 1972), la fenol hidroxilasa ( Neujahr
y Gaal, 1973) y la p-hidroxibenzoato hidroxilasa a la que nos referiremos
más detalladamente.
Como se ha observado en este trabajo, en It. puenmaniar existen
dos hidroxilasas implicadas en la degradación del 3- y 4- hidroxibenzoato
que difieren en sus mecanismos de inducción, mecanismos de
hidroxilación, características físico-químicas y comportamiento cinético.
4-F-fB•X .3--HIDROXILASA
La p-hidroxibenzoato hidroxilasa ó 4-PIBA 3-hidroxilasa ha sido
purificada y aislada anteriormente en Pseudoinanas putida (Hosokax-va y
col, 1966),P. desrnalytica (Yano y col., 1969),P. fluarescens (Howell y col.,
1972), Coryuebacteriurn cyclohexanicutn (Fuji y col., 1985), 1>. aeruginasa
(Entsch y col., 1989) y recientemente en Acinetabacter calcoaceticus
(Fernández y col., 1993>.
Puesto que K.pneurnoniae M5al no puede degradar el 4-I-IW-\, se ha
purificado la 4-1-IBA hidroxilasa del mutante MAO4. Este hecho y el que la
cepa salvaje pueda degradar el 3,4-DI-IBA hacen considerar, en principio,
que el origen de la mutación de K.pneu¡noi-tiae MAO4 se encuentra en la
enzima que convierte el 4-HBA en 3,4-FIBA, la 4-HBA, 3-hidroxilasa, cuya
expresión está silenciada en la cepa salvaje por una alteración en la
regulación de su síntesis ó en relación con la síntesis de la permeasa que
permite sus transporte a través de la membrana plasmática.
En cuanto a su estructura , la 4-HBA hidroxilasa se describe como
un dímero con peso molecular aproximado entre 45.000 da en P.
aerug¡nvsa (Entsch y col. 1989), P. Jluvresccns (Muller y col., 1979) y A.
calcaaceticus. ( Fernández y col., 1993). En P. desrnoLytica. se describen dos
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formas cristalizadas, el complejo holoenzima 4-HBA y el holoenzima
libre, estimándose el peso molecular en 68.000 da ( Nakamura y col., 1970),
y en P. putida se estima entre 83.600-93.600 da (l-Iosokawa y col., 1966; Hesp
y col., 1969). Fan sólo la 4-HBA hidroxilasa de Corynebacteriuni
cyclohexanrcurn se describe como un monómero de 47.000 da (Fuji y col.,
1985). Por lo tanto, la 4-1-IBA hidroxilasa de K. pneurnonmae , aunque el
peso molecular estimado del dímero es ligeramente menor, 40.000 da, es
próximo al de las 4-HBA hidroxilasas estudiadas.
La 4-1-IBA hidroxilasa se caracteriza por reconocer exclusivamente al
4-1-IBA como sustrato y al NADPH como cofactor. Este rasgo se encuentra
tambien en esta misma enzima de otras especies bacterianas como
Pseudornonas spp., Alcaligenes sp. ó Acinetobacter calcoaceticus
Solamente las 4-HBA hidroxilasas de levaduras parecen mostrar
preferencia por el NADH, y en Rhvdatarula rubra utiliza el SADH como
único cofactor ( Wright y Ratledge, 1991), mientras queC. cyclohexan¡curn
puede utilizar ambos cofactores pero con una afinidad ligeramente mayor
por el NADH ( K~.1= 45pm) que por el NADPH (K~=63-l70pM) ( Fuji y col.,
1985). En este sentido, la 4-1-IBA hidroxilasa de K. pneurnoniae también se
diferencia de la 3-PIBA hidroxilasa, ya que ésta última puede utilizar como
cofactores tanto el NADH como el NADPH con igual afinidad.
Los estudios cinéticos sobre la 4-HBA 3-hidroxilasa en It.
pneurnoníae han presentado una problemática diícil de abordar debido a la
gran inestabilidad de esta enzima. Esta misma enzima en P. putida
también se ha mostrado muy lábil ( Hosokawa y col., 1969), lo que no ha
permitido realizar demasiados estudios acerca de ella. Sin embargo, la
estabilidad encontrada para esta enzima en P. fluarescens ( Howeel y col.,
1972) ha hecho posible el desarrollo de numerosos estudios acerca de sus
propiedades catalíticas y estructurales. La 4-HBA de P. fluarescens es estable
a temperatura ambiente, mientras que la de K. pneurnaniae mantenida 30
mm a 350(2 pierde ci 50% de actividad. La 4-PIBA hidroxilasa de U.
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cyclobexanicurn se mantiene activa 10 mm. a 60%? (Fuji y col., 1985) y la de
It. przeurnonmae tan sólo 15 mm a 450(2• En cuanto a la temperatura
utilizada en las investigaciones, 4%?, la enzima en It. pneurnonzae MAO4
mantenía la actividad al 100% tan solo 12 horas; a las 24 horas en presencia
de 10% de glicerol la actividad enzimática medida era la mitad.
FI pH 8 es el óptimo encontrado para la actividad de la 4-HBA
hidroxilasa de It. pneurnon¡ae y es stmilar al de todas las enzimas de este
tipo descritas, igual que su temperatura óptima de 25”C (Husain y col.,
1979>.
Spector y col. (1972) sugirieron la idea de que el grupo carboxilo del
4-PIBA jugaba un papel importante en la unión de la enzima con su
sustrato. Shoun (1974> propuso que la carga negativa del ión carboxilato
del sustrato permitiría una interacción jónica con un aminoácido básico
del centro activo de la enzima. Este residuo sería el grupo amino de una
lisina ( pk 8.5) ó el grupo SH de la cisteina y ello podría ser la causa de que
el pl 1 óptimo de la 4-PIBA hidroxilasa se encontrara en la región alcalina.
La 4-HBA hidroxilasa de It. pneuman¡ae muestra una especificidad
por su sustrato que no se observa en otras enzimas. En P. fluarescens, esta
enzima reconoce al 4-aminobenzoato, 4-fluorobenzoato , benzoato y 2,4-
dihidroxibenzoato entre otros sustratos ( van Berkel y col., 1989). En U.
cyclvhexanicurn la 4-PIBA hidroxilasa reconoce a otros sustratos análogos
entre ellos el 3-PIBA 2,5-DI-IBA y 3,4-DE-IBA, 4-aminobenzoato y 4-
fluorobenzoato.
En K. pneurnoniae el valor de Km obtenido para el 4-HBA a
concentraciones fijas de NADPH (160 pM) fue 80 pM, lo que indica un alta
afinidad por su sustrato, y la cinética en la representación de N’Iichaelis-
Menten era hiperbólica. Esto constituye una diferencia fundamental con la
cinética de la 3-PIBA hidroxilasa que, para concentraciones fijas del
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cofactor, era sigmoidal.
La estructura primaria completa de la 4-HBA hidroxílasa ha sido
determinada en P. fina rescens estando compuesta por 394 aminoácidos
Hofsteenge y col., 1980 y 1983; Weijer y col., 1982) y P. aeruginosa ( lEntsch
y col., 1988). La composición de aminoácidos de It. pneurnoniae varía con
respecto a P. Huvrescens y A. calcvaceticus. lEntre las variaciones
encontradas destacan son el aumento de asp!asn, thr, y val y la
disminución de glu/gln, leu y tvr. No se ha detectado thr.
La comparación de la secuencia del extremo aminoterminal entre P.
fIn arescens, 1’. at’ruglnosa y A. calcoaceticus pone de manifiesto una
conservación de secuencias tanto de aminoácidos como de DNA que es
mayor entre las dos especies de pseudomonas. Sin embargo, en la
secuencia aminoácidica correspondiente a los catorce primeros
aminoácidos de It. pneumnaniae existe una gran variabilidad. Llama la
atención la conservación de las gly que parecen estar implicadas en la
unión al NADPH. Este hecho y el que sea el aminoácido más pequeño le
darían la característica de esencial en el mantenimiento de estructura
tridimensional de la proteína. También merece la pena resaltar que la
mavoria de las sustituciones son entre aminoácidos hidrofóbicos.
Los experimentos de hibridación de la 4-HBA hidroxilasa parecen
concluir que no existe una homología entre la 4-HBA hidroxilasa de It.
pneumaniae y de Acinetabacter calcvaceticus. Sin embargo, mediante la
donación del gen de esta enzima en el cromosoma del mutante A.
calcoaceticus 4-HBA- y la detección de una actividad 4-HBA hidroxilasa, se
observa que la maquinaria celular de A. calcoaceticus es capaz de reconocer
y traducir este gen en una proteína con la actividad hidroxilasa requerida.
La determinación de residuos en el centro activo de la 4-HBA
hidroxilasa se ha estudiado en P. desmolytica detectándos e un residuo
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esencial de arginina implicado en el sitio de unión al 4-HBA ( Shoun y
col., 1980), y un resido de histidina en el sitio de unión al NADPH (Shoun
y col., 1982). Fn P. fluarescens se ha determinado un residuo de tirosina
con función catalítica, probablemente la Tyr-222 ( Wijnands y col., 1986) x’
dos residuos de arginina (Wijnands y col., 1987). Schreuder (1990) ha
estudiado el mecanismo catalítico de la 4-1-IBA hidroxilasa indicando que
los residuos 1’vr-201 y Tvr-385 son los implicados en la unión del
hidrógeno del sustrato 4-HBA. Mediante un estudio por mutagénesis
dirigida modificando estos residuos por Phe en P. acruginosa se indicó que
el papel del residuo Tvr-201 era activar el sustrato, mientras que el Tyr-385
es el encargado de hidroxilarlo (Fntsch y col., 1991). En It. pneunzaniae
mediante la inactivación por DPC, se han detectado residuos de tirosina
como aminoácidos implicados en el mecanismo catalítico de la enzima.
Los residuos cys también han sido muy estudiados al comprobarse
su presencia en la estructura primaria y observarse que no había ninguna
implicación de alguno de ellos en puentes disulfuro (Wierenga y col.,
1982). Se ha puesto especial atención en Las Cys-1 16 y Cys-222 ( van I3erkel
y col, 1984; Eschrich y col., 1990). La Cys-116 es muy reactiva con el oxígeno
y con reactivos del grupo sulfidrilo y se ha observado en geles de agarosa-
SDS dos bandas que difieren en su movilidad (van der Laan y col., 1989).
Estas bandas se pueden apreciar en la 4-HBA hidroxilasa de It.
pneumoniae. Este es, sin duda, el efecto de la oxidación del residuo Cys-116
de uno de los monómeros de la enzima, ya que si el grupo SH se encuentra
bloqueado la banda se mueve más lentamente.
3-HE.-\ 6-HIDROXILASA
Como ya se ha indicado anteriormente las enzimas que hidroxilan
en posición para están mucho menos estudiadas que las que lo hacen en
orto, Entre Las hidroxilasas que actuan sobre el 3-HBA se han estudiado la 3-
1-IBA 4-hidroxilasa de Aspergillus niger ( Premkumar y col., 1969) y la de
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Pseudomvnas testasteraní (Michalover y col., 1973), ambas con
mecanismos de arto hidroxilación. Por otro lado, la 3-E--IBA 6-hidroxilasa
ha sido purificada en P. aeruginasa ( Groseclose y Ribbons., 1973),P. cepucia
(Wang y col., 1987) y en una bacteria Gram +,Microccus sp. ( Rajasekharan
y col., 1990).
Todas estas hidroxilasas, al igual que la de It. pueurnan;ae son
inducibles por crecimiento en 3-HBA y su pH óptimo de actividad es
cercano a pH 8. FI FAD se encuentra como grupo prostético en todas las 3-
HBA 6-hidroxilasas estudiadas, y en el caso de la de Micracoccus sp. se
requiere FAD exógeno para que se produzca la actividad enzimática
óptima. Esto también ocurre en la 3-1-IBA 6-hidroxilasa de 1k. pucurnanmar
que aumenta su actividad aproximadamente un 50% en presencia de FAD.
La estructura de las 3-PIBA 6-hidroxilasas estudiadas son idénticas y
están constituidas por un monómero de peso molecular variable (Tabla
XV de Resultados ). Los pesos moleculares oscilan entre los 44.000 da de la
3-HEA 6-hidroxilasa de P. cepacía y los 85.000 da de P. acruginosa. FI peso
molecular de esta misma enzima de It. pneurnaniae ( 42.000 da), obtenido
en este trabajo es similar al de P. ce pucia.
En cuanto a la utilización de cofactores se observan claras
diferencias entre estas enzimas. La 3-PIBA 6-hidroxilasa de P. acruginosa y
Micracoccus sp. muestran una clara preferencia por el NADH frente al
NIXDPH, al igual que ocurre con otras hidroxilasas como la salicilato
hidroxilasa (White-Stevens y col., 1972), la 3-PIPA hidroxilasa (Gibello,
1992> ó la melilotato hidroxilasa (Strickland y col., 1973) en las que el
NADH es mejor agente reductor. En cambio, la 3-PIBA 4-hidroxilasa de P.
testosteroni prefiere como cofactor al NADPH (Kmzs 0,07 rnN¿I) con una
afinidad muy baja por el NADH (Km= 3 mM) (Michalover y col., 1973). En
contraste con todas estas estas hidroxilasas la 3 PIBA 6-hidroxilasa de It.
pneurnoniae puede utilizar con igual eficacia NADH ó NADPH con
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valores idénticos de K~ (7OuM). Esta característica sólo ha sido descrita
previamente en P. cepacia, aunque los valores de K ~,, para ambos cofactores
difieren ligeramente ( ó4pM para el NADPH y 40 pNl para el NADH)
(Wang y col., 1987)
Mientras que la 3-1-IBA 6-hidroxilasa de P. acruginosa parece
presentar una especificidad relajada de sustrato esta característica no se
observa en la 3-HBA hidroxilasa de It. pneurnon¡ae. La versatilidad de esta
enzima en P. acruginosa le permite aceptar análogos del 3-HBA
sustituidos en las posiciones 2, 4, 5 y 6, aunque parece que un requisito
estructural para el reconocimiento de la hidroxilasa es que el grupo
carboxilo y el hidroxilo estén en posición 1 y 3 (Groseclose y Ribbons,
1973). La 3-PIBA 4-hidroxilasa de P. testasteroní también reconoce
compuestos análogos del 3-PIBA, como el 2,5-DHBA, 3,5-DHBA ó 4-fluor-3-
hidroxibenzoato.
En 1k. pueurnoniae la 3-1-IBA 6-hidroxilasa sólo reconoce al 3-1-IBA
como sustrato, y este hecho también ocurre en Micrococcus sp., donde esta
enzima es altamente específica y no reconoce ni al 2-1-IBA, ni al 4-PIBA, ni
al 3,4-DI-IBA como sustratos ( Rajasekharan y col., 1990). [)e entre todas las
hidroxilasas descritas hasta el momento tan sólo la 3-HPA bidroxilasa de
It. pneurnoniae muestra una especificidad de sustrato similar a la de la 3-
1-IBA hidroxilasa (Gibello, 1992).
La 3-PIBA 6-hidroxilasa de K. pneutnaniae presenta cinéticas
sigmoidales repecto al 3-HBA a concentraciones fijas tanto de NADH como
de NADPH (l6OpM). La representación de Lineaweaver-Burk nos
proporciona en ambos casos unas líneas cóncavas con respecto al eje de
ordenadas, que indican fenómenos de cooperatividad en el que el 3-HBA
ejercería el papel de modulador positivo. En ambos casos se obtienen unos
valores del coeficiente de Hill de 2,4 y 2,7 respectivamente para el NADH y
NADPH, que sugieren la existencia de dos sitios de unión en la enzima
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para los dos sustratos. Este tipo de cinética sigmoidal se obtiene también en
el estudio de la 3-1-IFA hidroxilasa ( Gibello, 1992).
4. RFCLLAC¡ON DE LAS RUTAS DECRADATIVAS DEL 3- y 4-HBA.
Las enzimas catabólicas que catalizan las reacciones de la ruta
degradativa del 3 y 4-PIBA son todas inducibles secuencialmente, lo cual
supone un ahorro energético en la célula. La naturaleza del mecanismo de
inducción de las enzimas degradativas no es conocida todavía.
En el caso de la ruta del 3-PIBA estudiada en It. pneurnaniae N-15a1
se detecta la existencia de dos inductores de la ruta, el 3-PIBA y el 2,5-
DHBA. Lo mismo parece suceder con la ruta del 4-1-IBA estudiada en It.
pneurnaniae MAO4 que es inducida por 4-ELBA y 3,4-DHBA. Sin embargo,
existe una diferencia fundamental a la hora de analizar la regulación de
estas dos rutas. La 3-PIBA hidroxilasa que transforma el 3-HBA en
gentisato se induce tanto por su sustrato como por su producto, mientras
que la 4-E-IBA hidroxilasa sólo es inducida por el 4-1-IBA y no por el 3,4-
DI-IBA. Estos datos sugieren que la ruta del 3-PIBA se encuentra codificada
en un solo operón y la del 4-PIBA al menos en dos.
La primera posibilidad se fundamenta en que en esta ruta tan sólo
están implicadas cuatro enzimas y el fragmento de DNA necesario para
codificar estas proteínas sería de unas 10 Kb. En cuanto a la ruta del 4-HBA,
parece que la hidroxilasa está codificada en un operón aparte de las demás
enzimas de la ruta, y las seis restantes estarían organizadas en uno á dos
operones como ocurre en Pse u dv ni a u a s 6 Acinetabacter. FI
mantenimiento de dos genes estructurales para las dos hidroxilasas en K.
pne¡unon¡ae permite, por tanto, la existencia de dos inductores diferentes,
uno para cada ruta.
Discusión ¡ ¡48
Es muy factible que la permeasa del 4-HBA se encuentre en el
mismo operón que la 4-PIBA hidroxilasa y sep4rado del operón u operones
de la ruta del ~—cetoadipato como ocurre en Pseudornonas putida y
,-Xcinetobacter ca/caaceticus. Pero también es posible que el 3,4-DI-IBA sea
transportado por otra permeasa diferente a la que transporta al 4-HI3A, y
que se localice en el mismo operón que el gen estructural del la 3,4-DHBA
dioxigenasa. Este hecho aparece en 1k. pneurnoniae para el metabolismo
del 3,4-DI-IPA, donde se sospecha la existencia del gen de una permeasa
específica en el operon del 3,4-DHPA (Gibello, 1992). Quizás por esta razón,
el 3,4-Df-IBA es un potente inhibidor del transporte del 4-PIBA.
Mediante Los estudios de hidridación de la 4-PIBA hidroxilasa se
pone de manifiesto la presencia de este gen en la cepa salvaje, lo cual es un
resultado lógico. El hecho de que un gen no se exprese en la cepa salvaje y
lo haga en un mutante esta descrito en otros microorganismos. Este sería
el caso de P. putida (arvilla) mt-2 que presenta dos vías de degradación del
benzoato por expresión de una pirocatecasa con escisión nieta y una
pirocatecasa con escisión arto. Fn este caso, la cepa salvaje presenta
genéticamente las dos rutas pero la pirocatecasa está reprimida y
fenotipicamente sólo expresa la vía mcta ( Nakazawa y Yokota, 1973).
Un proceso similar ocurre también en el mutante dePseudarnonas
sp. cepa I-IBPI Prp. La cepa salvaje, HBP1, no es capaz de crecer en 2-
propilfenol porque no induce una monooxigenasa dependiente de NADII
y una metapirocatecasa, las dos primeras enzimas de la ruta degradativa.
Sin embargo en el mutante 1-IBP1 Prp existe un mecanismo celular de
inducción de estas dos enzimas, lo cual permite la degradación del 2-
propilfenol ( Kohler y col., 1993).
En It. pneurnoniae N4A04, los resultados obtenidos en los estudios
de inducción hacen pensar en una alteración en la regulación de la 4-PIBA
hidroxilasa y, como en el caso del rnutante HBPI, se obtiene una actividad
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constitutiva entre el 5 y 10% en los extractos procedentes de cultivos con
succínato 6 glicerol. En presencia de 4-HBA esta inducción es mucho
mayor lo que significa que la síntesis enzímática se mantiene bajo
regulación. Podemos proponer que la mutación que confiere fenotipo
positivo al mutante MAO4 de It. prwurnon¡ae puede ser debido a las
siguientes circunstancias:
-Alteración de algún represor que permita un bloqueo relativo de la
regulación negativa. El hecho de que todavía siga habiendo inducción por
4-PIBA hace pensar en un complejo sistema regulador tipo operón lac
.
-Niodificación de algún gen estructural de alguna hidroxilasa que le
amplie el rango de reconocimiento. La hipótesis de que fuera el propio gen
de la 3-E-IBA hidroxilasa está descartada si tenemos en cuenta que las
propiedades físicas, estructurales, cinéticas y reguladoras de ambas
enzimas son totalmente distintas.
-Expresión de una permeasa reprimida en la cepa salvaje que no le
permite la entrada del 4-PIBA al interior de la célula impidiendo ejercer su
papel como inductor. La regulación de esta permeasa parece estar
estrechamente relacionada con la hidroxilasa, de manera que dechas
desrepresiones estén conjuntadas. Esto nos lleva a pensar que ambos genes
se encuentran en el mismo operón y se regulan mediante el mismo
mecanismo.
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5. POSIBLE API.ICACION EN BIOTECNOLOCIA
La posible utilización de microorganismos con capacidades
degradativas de amplio espectro es muy importante en procesos de
descontaminación ambiental al igual que [a utilización de
microorganismos que metabolicen sustancias dificilmente degradables
como el petroleo. Todavía no existe una legislación aplicable a la liberación
de microorganismos modificados geneticamente al medio ambiente, sin
embargo existe un proyecto de lev basado en las normas marcadas por la
Comunidad Furopea a este respecto. mientras tanto se siguen estudiando
posibles estrategias para que los microorganismos que van a ser liberados
al medio ambiente cumplan estrictamente su misión ( de Lorenzo, 1992).
Actualmente los microorganismos con capacidades
descontaminantes pueden emplearse dentro de lugares confinados como
células enteras ó bien se utilizan sus enzimas inmovilizadas en un
soporte. En este sentido, los productos de las hidroxilasas son en muchos
casos más solubles que sus sustratos ó más fácilmente metabolizables. Por
ello, estas enzimas ayudan considerablemente al proceso de detoxificación
de compuestos aromáticos y constituyen un factor importante en el
control de la polución y desintoxicación llevada a cabo por los
microorganismos del suelo.
El estudio de enzimas inmovilizadas se considera muy interesante
para su uso en descontaminación ambiental. Lamentablemente, se tiene la
idea de que esuna técnica de coste elevado y que su utilización quedaría
restringida a casos concretos de compuestos de una elevada toxicidad.
Actualmente se emplea esta técnica principalmente para obtención de
grandes cantidades de proteínas con interés farmacéutico. En
descontaminación ambiental hay algunos estudios como la
inmovilización de la catecol t2-dioxigenasa de iNlacardia sp. ( Smith y col.,
1990) 6 de células dePseudarnonas sp. que deshalogenan mezclas de
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compuestos halogenados aromáticos ( Sahasrabudhe y col., 1991)
[a inmovilización de las hidroxilasas como las estudiadas en este
trabajo no parece rentable si tenemos en cuenta la necesidad del cofactor
(NADPH) en la reacción y la inestabilidad térmica y enzimática que
caracteriza a estas enzimas. Una alternativa sería la utilización de células
enteras de Klebsiellu pneurnaniae en lodos activados ó fijadas a filtros
percoladores en estaciones depuradoras de agua residuales cercanas a
industrias papeleras ó madereras donde el contenido en 3- y 4--LIBA parece
elevado. Una idea a tener en cuenta es la posibilidad de combinar su acción
con dioxigenasas ó deshalogenasas inmovilizadas. De esta manera sería
posible la degradación de un gran número de sustancias tóxicas ó
persistentes del medio ambiente.
rCONCLUSIONES1
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En el estudio sobre la degradación de los ácidos 3- y 4-
hidroxibenzoico, y de acuerdo con los resultados obtenidos, podemos
concluir
1. La cepa salvaje de 1k. pneurnoniae puede degradar el 3-PIBA vía
gentisato, pero no es capaz de utilizar el 4-1-IBA como única fuente de
carbono y energía.
2. Un mutante de It. pneurnon¡ae , MAO4, es capaz de metabolizar el
3- y 4-PIBA con igual eficacia. El 4-PIBA es degradado vía B-cetoadipato e
induce un sistema de transporte activo específico y acoplado directamente
a La fuerza protomotriz. El 5-10% de este transporte se induce
const itu tiva mente.
3. Mediante el cultivo de It. pncumon¡ae en 3-PIBA 6 4-PIBA se
inducen diferencialmente dos hidroxilasas que difieren en sus
caracterisicas físico-químicas, mecanismo de hidroxilación y
comportamiento cinético.
4. La 3-PIBA 6-hidroxilasa se induce por crecimiento en 3-1-IBA y 2,5
DILBA, lo que hace pensar que las 4 enzimas de esta ruta degradativa se
encuentran en un mismo operón. Esta enzima utiliza con igual eficacia
NADH y NADPH, es específica para su sustrato y presenta cinética
sigmoidal para concentraciones variables de 3-IIBA. Se ha purificado a
homogeneidad, estando constituida por un monómero de 42 kDa.
5. La 4-PIBA 3-hidroxilasa presnta su máxima actividad cuando es
inducida por 4-HBA, sin embargo el 5-109 de actividad es inducido
constitutivamente. Utiliza sólo el NADPH como cofactor y su cinética es
hiperbólica para concentraciones variables de sustrato. Se ha purificado a
homogeneidad, estando constituida por un dímero de 40 kDa.
6. L,a mutación que permite al mutante MAO4 de K. pneusnonrae
metabolizar el 4-PIBA podría afectar: al gen de una permeasa que
reconocería el 4-HBA como sustrato ó a un gen regulador que tendría
efecto píciotrópico sobre el gen de la permeasa y/ó hidroxilasa. La
existencia de un operón independiente para esta hidroxilasa se confirma
con los estudios de inducción realizados.
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